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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Das Immunsystem
Das Immunsystems bietet dem Körper die Möglichkeit zwischen körpereigenen und
körperfremden Strukturen zu differenzieren. Es besteht aus einer Vielzahl von Effek-
torzellen und Molekülen, welche den Körper vor infektiösen Erregern wie Bakterien,
Viren, Pilzen und Parasiten, die zum Teil lebensbedrohliche Infektionen auslösen
können, schützen.
Die initiale nicht erregerspezifische Komponente einer Immunantwort wird durch
die sogenannte angeborene (innate) Immunreaktion vermittelt. Eine erregerspezifi-
sche, zeitlich verzögerte Abwehr wird durch die erworbene (adaptive) Immunabwehr
geleistet. Das angeborene und das adaptive Immunsystem arbeiten eng zusammen.
Dringt ein pathogener Mikroorganismus in den Körper ein, wird eine angebo-
rene Immunantwort eingeleitet. Gleichzeitig aktivieren die Zellen des angeborenen
Immunsystems B- und T-Lymphozyten der erworbenen Immunantwort, wodurch
die Entwicklung zytotoxischer T-Lymphozyten und die Sekretion von Antikörpern
eingeleitet wird [Guermonprez et al. 2002]. Auch die Ausbildung eines immunolo-
gischen Gedächtnisses wird zu diesem Zeitpunkt angeregt, wodurch bei einer er-
neuten Infektion mit einem bekannten Pathogen eine sofortige Eliminierung des
Eindringlings erfolgen kann. B- und T-Lymphozyten exprimieren an ihrer Oberflä-
che spezifische Rezeptoren von hoher Diversität, die B-Zell-Rezeptoren (BCR) und
T-Zell-Rezeptoren (TCR), welche eine Vielzahl verschiedener Antigene erkennen.
BCR und TCR werden im Verlauf der B- und T-Lymphozytendifferenzierung durch
DNA-Rekombination generiert [Jackson et al. 2013].
Alle Immunzellen stammen von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen
1
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ab, aus welchen die Vorläuferzellen der myeloiden und der lymphatischen Zellli-
nie hervorgehen. B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und natürliche Killerzellen (NK-
Zellen) werden der lymphatischen Linie zugeordnet. Alle übrigen Immunzellen wie
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, dendritische Zellen, Erythrozyten und Me-
gakaryozyten gehören zur myeloiden Linie [Murphy 2011].
Eine Fehlleitung von Immunreaktionen kann sich in der Ausbildung von Allergien
oder Autoimmunerkrankungen äußern, weshalb eine strenge Regulation des äußerst
komplexen Immunsystems notwendig ist.
1.1.1 Das angeborene Immunsystem
Für eindringende Mikroorganismen stellt die angeborene Immunität das erste Hin-
dernis dar. Im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem ist die angeborene Immu-
nität weder erregerspezifisch noch führt sie zur Ausbildung eines immunologischen
Gedächtnisses. Den wesentlichen Vorteil der angeborenen Immunabwehr stellt die
direkte Verfügbarkeit dar. Außerdem ist die angeborene Immunität unerlässlich für
die Einleitung einer effektiven adaptiven Immunantwort [Palm et al. 2009].
Die erste Hürde für eindringende Erreger stellen äußere Oberflächen wie Schleim-
häute der Atemwege und des Verdauungssystems dar. Diese Epithelien formen phy-
sikalische (z. B. tight junctions der Epithelzellen), chemische (z. B. Defensine) und
mikrobielle Barrieren (normale Flora), wodurch Erreger außerhalb des Körpers ge-
halten und eine Kolonisierung der Epithelien durch Pathogene verhindert wird. Wird
diese initiale Barriere dennoch von einem Pathogen überwunden, stehen weitere zel-
luläre und humorale Mechanismen zur Kontrolle oder Eliminierung zur Verfügung.
Die Zellen des angeborenen Immunsystems werden durch phagozytierende Ma-
krophagen, dendritische Zellen und Granulozyten vertreten, aber auch natürliche
Killerzellen (NK-Zellen) spielen eine entscheidende Rolle bei der Abtötung von vi-
rusinfizierten Zellen oder Tumorzellen. Zur humoralen Komponente gehören antimi-
krobielle Peptide, akute Phase Proteine sowie das Komplementsystem, welches in
der Lage ist, Pathogene zu lysieren und zu opsonisieren.
Die Einleitung einer angeborenen Immunantwort beruht im Wesentlichen auf der
Erkennung körperfremder hoch konservierter pathogener Strukturen, den pathogen-
associated molecular patterns (PAMP), durch keimbahnkodierte intrazellulär- oder
oberflächenexprimierte pattern recognition receptors (PRR) [H. Kumar et al. 2011].
Zu den PAMP zählen u. a. mannosereiche Oligosaccharide, Peptidoglykane und Li-
popolysaccharide der Bakterienzellwand, aber auch bakterielle und virale Nuklein-
säuren und pathogenspezifische Replikationsintermediate.
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Erfolgte die Phagozytose eines Erregers z. B. durch Gewebemakrophagen, wird
über die PRR eine Signalkaskade aktiviert, die zur Sezernierung verschiedener Zyto-
kine führt. Proinflammatorische Zytokine wie IL-1β (Interleukin-1β), IL-6 (Interleu-
kin-6) und TNF-α (tumor-necrosis factor-α) wirken u. a. vasodilatorisch, wodurch
beispielsweise Granulozyten und Monozyten aus dem Blutkreislauf in das entzündete
Gewebe einwandern können.
Nach erfolgter Pathogendetektion durch Makrophagen wandern neutrophile Gra-
nulozyten am Entzündungsort ein. Sie sind ebenfalls phagozytosefähig und besitzen
degradierende Enzyme wie Lysozym und Kollagenasen aber auch antimikrobielle
Substanzen wie Defensine und Laktoferrin. Einwandernde Monozyten differenzieren
je nach Zytokinmilieu zu Gewebemakrophagen oder dendritischen Zellen.
Dendritische Zellen wiederum können aus der myeloiden oder der lymphoiden
Linie entstehen. Die sogenannten konventionellen dendritischen Zellen (cDC) sind
hauptsächlich für die Prozessierung von Antigenen und deren Präsentation über
MHC-II-Moleküle (major histocompatibility complex) verantwortlich. Die Sekretion
von Zytokinen und die Expression kostimulatorischer Moleküle führt zur Aktivie-
rung naiver T-Zellen und stellt eine Verbindung zwischen angeborener und adaptiver
Immunität her. Konventionelle dendritische Zellen, B-Zellen und Makrophagen ge-
hören zu den professionellen antigenpräsentierenden Zellen (APC).
Ein besonderer Subtyp der dendritischen Zellen wird durch die plasmazytoiden
dendritischen Zellen (pDC) vertreten. Als Hauptproduzenten von IFNα (Interferon
α) besitzen sie eine äußerst effektive antivirale Wirkung und beginnen innerhalb
kürzester Zeit nach Virusdetektion mit der Produktion und Sezernierung, wodurch
ein antiviraler Status sowohl in der infizierten als auch in benachbarten Zellen her-
gestellt wird [Lande et al. 2010]. In diesen Zellen werden u. a. Proteine induziert,
welche eine weitere Virusreplikation unterbinden (z. B. PKR (protein kinase RNA-
activated)) und den Abbau viraler und zellulärer Ribonukleinsäuren (RNA) bewir-
ken (z. B. RNase L) [Clemens et al. 1997; Farrell et al. 1977; M. Kumar et al. 1998].
Außerdem werden NK-Zellen aktiviert, welche in der Lage sind, virusinfizierte Zellen
abzutöten.
Das angeborene Immunsystem kann eine Vielzahl von Pathogenen erkennen und
eliminieren, wodurch die Etablierung verschiedener Infektionen effektiv verhindert
werden kann.
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1.2 Pattern Recognition Rezeptoren (PRR)
Wie unter 1.1.1 beschrieben, beruht die Unterscheidung zwischen Selbst und Fremd
durch das angeborene Immunsystem auf keimbahnkodierten PRR. Während die Re-
zeptoren der adatptiven Immunität eine extreme Diversität aufweisen, findet sich
auf allen Zellen desselben Zelltyps des angeborenen Immunsystems ein bestimmtes
Repertoire keimbahnkodierter Rezeptoren. Abbildung 1.1 zeigt die Strukturen und
Signalwege der PPR.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Strukturen und Signalwege der
PRR. Dargestellt sind die Adaptermoleküle und die wichtigsten Signalkaskaden der ver-
schiedenen PRR. In die TLR-Signalwege sind u. a. MyD88, NF-κB und IRF7 involviert.
Dectin-1 ist exemplarisch für membranständige C-type lectin receptors dargestellt. RIG-
I, MDA-5, NOD und NALP sind als Vertreter der zytosolischen PRR gezeigt [Trinchieri
et al. 2007].
PRR kommen als membranständige, zytosolische oder als sezernierte extrazel-
luläre Moleküle vor. Nach Aktivierung der PRR über entsprechende Liganden wie
PAMP (pathogen-associated molecular patterns) oder DAMP (damage-associated
molecular patterns), welche von beschädigten Zellen freigesetzt werden und nicht
im Zusammenhang mit einer infektiösen Entzündung stehen, kommt es u. a. zur
Einleitung proinflammatorischer/antiviraler Signalkaskaden, zur Opsonisierung und
Phagozytose der Pathogene oder zur Einleitung der Apoptose.
Membranständige PRR können zum einen die Phagozytose gebundener Patho-
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gene einleiten (z. B. Mannose-Rezeptor, Scavenger Rezeptoren, DEC205) und zum
anderen die Expression von Effektor- und Oberflächenmolekülen induzieren (z. B.
Toll-like receptors (TLR), C-type lectin receptors (CLR)). Des Weiteren sind che-
motaktische PRR (z. B. fMet-Leu-Phe-Rezeptor) bekannt, wodurch Immunzellen
zum Infektionsort geleitet werden. Sezernierte PRR sind hauptsächlich an der Pa-
thogenopsonisierung, der Aktivierung des Komplementsystems und am Transfer be-
stimmter PAMP zum entsprechenden PRR (z. B. LPS binding protein) beteiligt.
Zytosolische PRR gehören zu den signalgebenden Rezeptoren und können in vier
Klassen unterteilt werden: Interferon induzierbare Proteine, retinoic acid-inducible
gene I (RIG-I) like receptors (RLR), nucleotide-binding oligomerisation domain
(NOD)-like receptors (NLR) und absent-in-melanoma-like receptors (ALR). Wäh-
rend die durch Interferon induzierbaren Proteine wie die Proteinkinase R (PKR)
und die 2’-5’-Oligoadenylat-Synthetase (OAS) sowie den retinoic acid-inducible ge-
ne I (RIG-I) like receptors (RLR) RIG-I und melanoma differentiation associated
gene 5 (MDA-5) zentrale Bedeutung für die antivirale Immunantwort haben, sind
NLR im Wesentlichen an der Abwehr bakterieller Infektionen beteiligt [Hansen et al.
2011; Janeway et al. 2002].
Die Signalgebung der Rezeptoren erfolgt über hoch konservierte Proteindomä-
nen wie leucine-rich repeats (LRR), caspase activation and recriutment domains
(CARD), pyrin domains (PYD), domains present in NAIP, CIITA, HET-E and TP1
(NACHT-Domänen), death domains (DD) und Toll/Interleukin-1 receptor (TIR)
Domänen [Takeuchi et al. 2010].
1.2.1 Toll-like Rezeptoren
Die Toll-like Rezeptoren (TLR) sind sowohl für das angeborene Immunsystem als
auch für die Induktion einer adäquaten adaptiven Immunantwort von zentraler Be-
deutung. Ihre Benennung erfolgte nach dem Drosophila-Rezeptor „Toll“, welcher
von Christiane Nüsslein-Volhard beschrieben wurde [Anderson et al. 1985]. Im Jahr
1994 konnte der erste menschliche TLR, heute als TLR1 bekannt, nachgewiesen wer-
den und zwei Jahre später wurde gezeigt, dass ein enger Zusammenhang zwischen
Toll-negativen Drosophila-Mutanten und der Anfälligkeit für Pilzinfektionen besteht
[Lemaitre et al. 1996; Nomura et al. 1994]. Ein weiteres Jahr später wurde zum ersten
Mal nachgewiesen, dass der Aktivierung des adaptiven Immunsystems über kosti-
mulatorische Moleküle die Toll-like Rezeptorsignalkaskade vorausgeht [Medzhitov et
al. 1997]. Derzeit konnten im menschlichen und im murinen System 13 TLR-Famili-
enmitglieder nachgewiesen werden (TLR1-TLR13). Im Menschen ist die Expression
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von zehn TLR-Familienmitgliedern bekannt, im murinen System werden 12 TLR-
Mitglieder exprimiert. Eine retrovirale Insertion zerstörte beispielsweise im murinen
System die Expression des TLR10 [Hasan et al. 2005]. TLR11, TLR12 und TLR13
hingegen werden im murinen System exprimiert [Yarovinsky 2014].
TLR gehören zu den Typ I Transmembran-Glykoproteinen und bestehen aus
drei Domänen (Abbildung 1.2). Die aminoterminale leuzinreiche (leucin rich repeats
(LRR)) extrazellulären Domäne ist für die Detektion der PAMP verantwortlich und
die globuläre zytoplasmatische TIR-Domäne (Toll/Interleukin-1 receptor domain)
leitet die Signalkaskaden durch Interaktionen mit verschiedenen Adapterproteinen
ein. Beide Domänen werden durch eine transmembrane Region verbunden.
Box 1
Box 2
Box 3
TIR Domäne
LRRs
TLR
MEMBRAN
Abbildung 1.2: Darstel-
lung der drei Domänen
eines Toll-like Rezeptors
[Akira et al. 2004].
Nach erfolgter PAMP-Detektion durch TLR wer-
den Signalkaskaden initiiert, welche die Expression
von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen, an-
tiviralen Interferonen, interferoninduzierbaren Pro-
teinen, Chemokinen und kostimulatorischen Mole-
külen einleiten. Somit werden Pathogene eliminiert,
weitere Immunzellen rekrutiert und die adaptive Im-
munantwort eingeleitet und reguliert.
Zu den von TLR detektierten PAMP gehören
u. a. bakterielle und fungale Zellwandbestandteile,
mikrobielle Proteine und Nukleinsäuren. Funktio-
nelle TLR liegen entweder als Homo- oder Hetero-
dimere vor, wodurch das Spektrum der erkannten PAMP deutlich erweitert wird.
Während TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR11 in erster Linie auf der
Zelloberfläche exprimiert werden und PAMP von Bakterien, Pilzen und Protozoen
detektieren, werden TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR13 im endosomalen Kom-
partiment exprimiert und detektieren verschiedene Nukleinsäuren [Kawai et al. 2010;
H. Kumar et al. 2011]. Dies ist vor allem bei viralen Infektionen sehr wichtig, da
Viren oft zu einem großen Teil aus wirtseigenen Strukturen aufgebaut sind, die so-
mit von den Immunzellen nicht als fremd erkannt werden können. Die intrazellulär
vorkommenden TLR fördern eine antivirale Immunantwort und induzieren die Pro-
duktion von Typ I Interferonen [Kawai et al. 2009]. Die Lokalisation der TLR ist
jedoch nicht statisch festgelegt, es handelt sich hierbei um eine dynamische Regula-
tion [Kagan 2012].
Die TLR10-13 konnten bisher nicht vollständig charakterisiert werden. Für den
humanen TLR10 wurde bislang kein PAMP identifiziert. TLR11 und TLR12 schei-
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nen eine Funktion bei der Immunabwehr von Toxoplasma gondii zu besitzen [Ko-
blansky et al. 2013; Yarovinsky et al. 2005]. Für TLR11 konnte außerdem eine Rolle
bei der Immunabwehr von uropathogenen Bakterien nachgewiesen werden [D. Zhang
et al. 2004]. TLR13 ist an der Erkennung des vesikulären Stomatitisvirus beteiligt
und detektiert bakterielle 23S rRNA [Oldenburg et al. 2012; Shi et al. 2011].
1.2.1.1 Liganden und Expression der TLR
TLR werden auf und in verschiedenen Immunzellen exprimiert. Dazu zählen B-
Lymphozyten, dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und Granulozyten.
Aber auch Nicht-Immunzellen wie Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen expri-
mieren TLR [M. S. Lee et al. 2007]. Eine Übersicht der TLR, ihrer entsprechenden
Liganden und ihre Expression ist Tabelle 1.1 zu entnehmen.
Tabelle 1.1: Liganden und zelluläre Expression der TLR [Abdelsadik et al. 2011; H.
Kumar et al. 2011; M. S. Lee et al. 2007]
TLR Ligand Zelltyp
TLR1/2 Triacyl-Lipopeptide Mφ, cDC, Neutrophile,
Mastzellen
TLR2 Lipoteichonsäure, Lipopeptide
(Pam3CSK4), Peptidoglykan,
mykobakterielles
Lipoarabinomannan,
Hämagglutinin,
Phospholipomannan,
Glykosylphosphatidyl-Inositol
Mucin, Zymosan
Mφ, cDC, Neutrophile,
Mastzellen
TLR3 virale dsRNA, Poly(I:C), virale
ssRNA, virale dsRNA, RSV,
MCMV
cDC, murine Mφ,
Endothelzellen,
Epithelzellen
TLR4 Lipopolysaccharid, Mannan,
Glykoinositolphospholipide, Hüll-
und Fusionsproteine des MMTV
und RSV, Pneumolysin von
Streptococcus pneumoniae,
Placitaxel
Mφ, cDC, Neutrophile,
Mastzellen,
Eosinophile, murine
B-Lymphozyten
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TLR Ligand Zelltyp
TLR5 bakterielles Flaggelin Monozyten, cDC,
intestinale
Epithelzellen
TLR6/2 Diacyl-Lipopeptide von
Mykoplasmen (MALP2),
Lipoteichonsäure, Zymosan
Monozyten, cDC,
Neutrophile,
Mastzellen
TLR7 virale ssRNA, Purin-Analoga
(Imidazoquinoline), RNA von B
Streptokokken, synthetische
Poly(U)-RNA, siRNA
pDC, Neutrophile,
Eosinophile,
B-Lymphozyten
TLR8 (human) ssRNA von RNA-Viren,
Purin-Analoga (Imidazoquinoline)
Monozyten, cDC,
Neutrophile,
Mastzellen
TLR9 dsDNA Viren, HSV, MCMV,
bakterielle und virale CpG-Motive,
an Hemozoin gebundene
Plasmodium-DNA
pDC, NK-Zellen,
Eosinophile,
Neutrophile, murine
B-Lymphozyten
TLR10 (human) wurde bisher nicht identifiziert pDC, B-Lymphozyten
TLR11 (murin) uropathogene Bakterien,
profillinähnliches Molekül von
Toxoplasma gondii
Mφ, Epithelzellen
TLR12 (murin) Toxoplasma gondii bisher nicht vollständig
analysiert
TLR13 (murin) Bakterielle RNA, VSV bisher nicht vollständig
analysiert
Lipopeptide sind als Liganden für TLR2 eindeutig beschrieben. Im Falle von
Peptidoglykan und weiteren Liganden wird davon ausgegangen, dass Lipopeptidver-
unreinigungen für den immunstimulatorischen Effekt verantwortlich sind. Ebenso ist
Lipopolysaccharid wahrscheinlich der einzige Ligand für TLR4. Diese Vermutungen
werden durch Ligand-Kristallstrukturen bekräftigt.
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1.2.1.2 Endosomale TLR
Aufgrund der zellulären Lokalisation können die TLR in zwei Subtypen unterteilt
werden: oberflächenexprimierte und endosomale TLR (siehe 1.2.1).
Für die Detektion von Nukleinsäuespezies sind vor allem die endosomal lokali-
sierten TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR13 verantwortlich.
TLR3 detektiert doppelsträngige RNA (dsRNA), die u. a. als genomische RNA
in dsRNA-Viren (Reoviridae, Birnaviridae) vorkommt oder als Replikationsinterme-
diat einzelsträngiger RNA- (ssRNA) Viren entsteht [Alexopoulou et al. 2001]. Des
Weiteren erkennt TLR3 das synthetische dsRNA-Analogon Poly(I:C) (polyinosinic
polycytidylic acid) [Alexopoulou et al. 2001]. Außerdem spielt TLR3 eine Rolle bei
der Detektion von endogener mRNA [Karikó et al. 2004].
TLR7 wurde zunächst als Rezeptor für Imidazoquinolin-Derivate (Imiquimod,
Resiquimod (R848)) und Guanin-Analoga (Loxoribin) beschrieben. Diese Derivate
besitzen antivirale sowie antitumorale Eigenschaften [Hemmi et al. 2002]. Guano-
sin- und uridinreiche ssRNA wie die als RNA40 bekannte GU-reiche Sequenz der
U5 Region von HIV-1, synthetische PolyU RNA und bestimmte siRNA konnten
später als Liganden identifiziert werden [Bauer et al. 2008; Diebold et al. 2004;
Heil et al. 2004]. Für siRNA konnte die alternierende 2’-O-Ribose-Methylierung zur
Inhibierung des immunstimulatorischen Potentials bei gleichzeitiger Erhaltung der
Genmodulation charakterisiert werden [Hamm et al. 2010].
Phylogenetisch betrachtet, ist TLR8 dem TLR7 am ähnlichsten. Wie TLR7 de-
tektiert der humane TLR8 ssRNA und R848 [Bauer et al. 2008].
Für TLR9 wurde synthetische nichtmethylierte Cytosin-phosphatidyl-Guanin
(CpG) DNA mit phosphothioatmodifiziertem Desoxyriboserückgrat als Ligand cha-
rakterisiert [Bauer et al. 2001; Dalpke et al. 2006; Hemmi et al. 2000]. Im Ver-
tebraten häufig vorkommende DNA-Methylierungen machen eine Unterscheidung
zwischen Selbst und Fremd möglich. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass un-
ter erhöhter DNA-Aufnahme auch Wirts-DNA und nicht-CpG-Oligonukleotide als
Ligand für TLR9 in Betracht kommen [Boulé et al. 2004; Yasuda et al. 2005]. Für
DNA ohne Phosphothioat-Rückgrat konnte außerdem belegt werden, dass bei vor-
handenem Phosphodiester-Rückgrat eine Aktivierung des TLR9 unabhängig von der
Basensequenz erfolgen kann [Haas et al. 2008]. Außerdem wurde für an Hemozoin
gebundene Plasmodium-DNA die Induktion einer Immunantwort über TLR9 belegt
[Parroche et al. 2007]. Hemozoin entsteht als Nebenprodukt beim Abbau der Häm-
Gruppe von Hämoglobin bei einer Plasmodium falciparum-Infektion. TLR9 befindet
sich in ruhenden Zellen im endoplasmatischen Retikulum. Gelangt CpG-DNA in das
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endo-/lysosomale Kompartiment, werden sowohl TLR9 als auch MyD88 als Adap-
termolekül an die Orte der CpG-DNA-Akkumulation rekrutiert [Latz et al. 2004].
An diesem Rekrutierungsprozess ist außerdem UNC93B1 aktiv beteiligt [Kim et al.
2008; Tabeta et al. 2006]. Des Weiteren ist die schrittweise Prozessierung von TLR
durch Cathepsine und die Asparaginendopeptidase (AEP) für die Einleitung der
Signalkaskaden von Bedeutung [Ewald et al. 2011; Sepulveda et al. 2009].
Aufgrund der endosomalen Lokalisation der nukleinsäuredetektierenden TLR,
müssen ihre Liganden zunächst in die endo-/lysosomalen Kompartimente internali-
siert werden, bevor sie von den entsprechenden TLR erkannt werden können. Virale
DNA oder RNA liegt während des viralen Replikationszyklus normalerweise nicht in
Lysosomen oder Endosomen vor. Diese Nukleinsäuren können zum einen im Falle ei-
nes fehlerhaften Replikationszyklus, wie z. B. bei unvollständiger Fusion der viralen
Membran mit der endosomalen Membran, oder zum anderen durch Phagozytose von
Viren oder abgestorbenen Zellen, erkannt werden. Auch Autophagieprozesse spielen
eine Rolle bei der Detektion viraler und bakterieller Nukleinsäuren [H. K. Lee et al.
2007].
1.2.1.3 Signalwege der TLR
Zur Einleitung von Signaltransduktionskaskaden ist die zytoplasmatische TIR-Do-
mäne der TLR essentiell. Nach Ligandenbindung, Dimerisierung und konformatio-
nellen Veränderungen wird ein Signalweg ausgelöst, der zur Expression verschiedener
Moleküle führt. Zwei TLR-Signalwege werden unterschieden. Zum einen der MyD88-
(myeloid differentiation primary response protein 88) abhängige und zum anderen
der MyD88-unabhängige Signalweg. Nach Einleitung der Signalkaskade über die
TIR-Domäne werden Adapterproteine wie MyD88, TRIF (TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-β), TIRAP (TIR-domain containing adapter protein)
und TRAM (TRIF-related adapter molecule), welche ebenfalls eine TIR-Domäne
besitzen, rekrutiert. Eine Überischt der TLR7- und TLR9-Signalkaskaden in plas-
mazytoiden dendritischen Zellen ist Abbildung 1.3 zu entnehmen.
MyD88 stellt ein zentrales Adapterprotein dar, welches von fast allen TLR ge-
nutzt wird. Der MyD88-abhängige Signalweg aktiviert intrazelluläre Signalmole-
küle wie IL-1R associated protein kinases (IRAKS), die TGF-β-activated kinase
(TAK1), die TAK1-binding proteins 1 (TAB1), 2 (TAB2) und den tumor necrosis
factor receptor-associated factor 6 (TRAF6) [Kawai et al. 2011]. Nach Aktivierung
des entsprechenden TLR wird MyD88 über seine TIR-Domäne zur TIR-Domäne des
TLR rekrutiert. TLR2 und TLR4 benötigen zusätzlich das Adaptermolekül TIRAP,
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Abbildung 1.3: TLR7- und TLR9-Signalwege in plasmazytoiden dendritischen
Zellen. TLR7 und TLR9 werden mit Hilfe von UNC93B1 aus dem endoplasmatischen Re-
tikulum (ER) in das endosomale Kompartiment rekrutiert, wo die Detektion der Liganden
erfolgt. Die Detektion von PAMP führt zur Dimerisierung der TLR und der anschließen-
den Rekrutierung des Adapterproteins MyD88. Die Aktivierung von NF-κB über TLR7
und TLR9 wird im Endosom initiiert und die IRF7-Aktivierung wird im LRO (lysosome-
related organelle) eingeleitet, nachdem TLR7 und TLR9 aus dem Endosom in das LRO
transportiert wurden [Kawai et al. 2011].
um MyD88 rekrutieren zu können [Horng et al. 2001]. MyD88 initiiert die Assozia-
tion mit IRAK4 und IRAK1 über death-Domänen, welche sowohl MyD88 als auch
die IRAK-Moleküle besitzen [Murphy 2011]. Während der Formation dieses Kom-
plexes phosphoryliert die aktivierte IRAK4 die beiden Kinasen IRAK1 und IRAK2
und diese Phosphorylierung wiederum führt zur Interaktion von TRAF6 mit die-
sem Komplex. Der Komplex aus IRAK und TRAF6 interagiert mit einem weiteren
Komplex, welcher aus TAK1, TAB1 und TAB2 besteht. Diese Interaktion löst die
Phosphorylierung und Aktivierung von TAK1 aus und führt anschließend zur Akti-
vierung von IκB- (inhibitor of κB) Kinasen (IκKs). Das Inhibitormolekül IκB hält
den Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor κB) im Zytoplasma zurück. Erfolgt
die Phosphorylierung dieses Inhibitors durch IκK, wird er degradiert und NF-κB
wird freigesetzt und kann in den Zellkern translozieren. Die Aktivierung von TAK1,
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selbst eine MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase), resultiert in
der Aktivierung von JNK (c-Jun N-terminal kinase) und weiteren MAP Kinasen.
Der MyD88-abhängige Signalweg führt zur Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNFα (tumor necrosis factor α), IL-6, IL-12 und IL-1β, Chemokinen
und kostimulatorischen Molekülen.
Plasmazytoide dendritische Zellen sind in der Lage große Mengen an Typ I In-
terferonen zu produzieren. Dies erfolgt abhängig von MyD88. Nach erfolgter Sti-
mulation der pDC durch entsprechende TLR-Liganden bildet sich ein Komplex, der
aus MyD88, IRAK4, IRAK1, TRAF6 und IRF7 (interferon regulatory transcrip-
tion factor) besteht. Dieser Komplex wird zu TLR7 oder TLR9 rekrutiert. IRAK1
phosphoryliert IRF7, welcher die Typ I IFN Produktion induziert [Akira 2009].
Die TLR3 und TLR4 sind neben der Produktion von proinflammatorischen Zy-
tokinen auch in der Lage die Expression von Typ I Interferonen unabhängig von
MyD88 zu induzieren. Ein weiteres Adaptermolekül wird anstelle von MyD88 rekru-
tiert, das als TIR domain-containing adapter protein inducing interferon-β (TRIF)
bezeichnet wird. Bezüglich des TLR4 ist ein zusätzliches Protein, das TRIF-related
adapter molecule (TRAM) für die Komplexbildung notwendig. TRIF assoziiert mit
TRAF6, TRAF3 und receptor-interacting protein-1 (RIP1). TRAF6 und RIP1 füh-
ren zu einer NF-κB Aktivierung über TAK, wohingegen TRAF3 zwei IκK verwandte
Kinasen aktiviert, die als TANK (TRAF family-member-associated NF-κB activa-
tor) binding kinase 1 (TBK1) und als inducible IκB kinase (IκKi) bezeichnet werden.
Diese beiden Kinasen sind an der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und
IRF7 involviert, welche die Expression von IFN-induzierbaren Genen steuern [Kawai
et al. 2011].
1.2.1.4 Regulation der TLR7 und TLR9 Signalkaskade in pDC
Wie bereits unter 1.2.1.3 erwähnt, sind plasmazytoide dendritische Zellen fähig,
große Mengen Typ I Interferone zu produzieren. Sie exprimieren selektiv die en-
dosomalen TLR7 und TLR9, welche eine entscheidende Rolle in der Detektion von
viralen, bakteriellen oder endogenen Nukleinsäuren spielen. Durch Ligandenbindung
erfolgt die Einleitung der entsprechenden Signalkaskaden (1.2.1.3). Nach erfolgter
IFN-Sekretion differenzieren pDC zu antigenpräsentierenden Zellen und nehmen so-
mit Einfluss auf die T-Lymphozyten-vermittelte adaptive Immunantwort.
Synthetische CpG-TLR9-Liganden werden entsprechend ihrer Sequenz in ver-
schiedene Typen unterteilt. Typ A CpG DNA besitzt ein zentrales palindromisches
CpG-beinhaltendes Motiv, welches über Phosphodiesterbindungen verknüpft ist.
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Am 3’-Ende liegt ein Poly-G-Strang vor, welcher über Phosphothioatbindungen
verknüpft ist. Typ B CpG DNA hingegen besitzt ein vollständiges Phosphothioat-
Rückgrat mit einem oder mehreren CpG-Dinukleotiden. Trifft TLR9 im frühen En-
dosom auf Typ A CpG DNA, so wird primär die IRF7-Signalkaskade eingeleitet,
was zu einer Typ I IFN-Ausschüttung führt. IRF7 gilt in diesem Zusammenhang
als Masterregulator und wird konstitutiv in pDC exprimiert, wodurch eine sofortige
Ausschüttung von Typ I IFN erfolgen kann [Honda et al. 2005b]. Erfolgt jedoch die
Bindung von Typ B CpG DNA an TLR9 im späten Endosom, wird in erster Linie
der NF-κB/MAPK-Signalweg eingeleitet, der schließlich zur Ausschüttung proin-
flammatorischer Zytokine wie TNFα und IL-6 führt [Guiducci et al. 2006; Honda
et al. 2005a].
MHC I
PE
PS IgE BST2 gp120
PCNA
HA ? Sema6D LIGANDEN
Ly49Q
CD300a
ITIM ITA
M
IT
AM
IT
AM
IT
AM
IT
AM
FCR1 ILT7 BDCA2 NKp44 Siglec-H
IT
AM
Plexin-A1
MEMBRAN
FCR1 DAP12 DAP12
pDC-TREM
ENDOSOM
TLR7
TLR9
MyD88
NUCLEUS
IRF7
IRF7
IFN
Abbildung 1.4: Regulation der TLR7- und TLR9-Signalkaskaden durch Ober-
flächenrezeptoren der plasmazytoiden dendritischen Zellen. Plasmazytoide DC
exprimieren ITAM-assoziierte oder ITIM-besitzende Rezeptoren. Die Aktivierung der
ITAM-assoziierten Rezeptoren FcǫR1α, ILT7, BDCA2, Nkp44 und Siglec-H inhibiert die
TLR7/9-Signalkaskade. Eine Ausnahme ist pDC-TREM, welcher als ITAM-assoziierter
Rezeptor einen Aktivator des Signalweges darstellt. Die Aktivierung von ITIM-besitzenden
Rezeptoren wie Ly49Q und CD300a aktivieren den TLR7/9-Signalweg [Bao et al. 2013].
Des Weiteren exprimieren pDC eine Reihe von Oberflächenrezeptoren und weite-
ren Adaptermolekülen, welche modulierend in die Signalkaskade eingreifen können
(siehe Abbildung 1.4). Unter den Oberflächenmolekülen ist beispielsweise Siglec-
H (sialic acid-binding Ig-like lectin molecule) im murinen System zu nennen und
DAP12 (DNAX activation protein 12) sowie FcǫRIγ als ITAM- (immunoreceptor
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tyrosine-based activation motif) besitzende Adapterproteine. Einige Oberflächenre-
zeptoren assoziieren mit dem Molekül DAP12 und wirken sich inhibitorisch auf die
Signalkaskade aus. Der murine Oberflächenrezeptor Siglec-H leitet Signalwege über
den Adapter DAP12 ein. Es konnte gezeigt werden, dass Antikörper gegen Siglec-
H die TLR9-vermittelte Typ I IFN-Produktion inhibieren. Außerdem exprimieren
DAP12-defiziente Mäuse keine Siglec-H Oberflächenrezeptoren und sezernieren nach
Stimulation mit CpG DNA deutlich mehr IFN im Vergleich zu Wildtyp pDC [Blasius
et al. 2006; Pillai et al. 2012].
1.2.2 Zytosolische PRR
Sowohl virale als auch bakterielle Nukleinsäuren werden von PRR als PAMP de-
tektiert, wodurch die Sekretion verschiedener Zytokine und die Aktivierung von
weiteren Immunzellen erfolgt [Barbalat et al. 2011].
Das zytosolische Erkennungssystem für intrazelluläre PAMP wird in vier Klassen
untergliedert: IFN-induzierbare Proteine, RLR (RIG-I-like receptors), NLR (NOD-
like receptors) und ALR (AIM2-like receptors).
Zu den IFN-induzierbaren Proteinen gehören u. a. die Proteinkinase R und die
2’-5’-Oligoadenylat-Synthetase (OAS). Die IFN induzierte PKR inaktiviert durch
Phosphorylierung den für die Translation erforderlichen Initiationsfaktor eIF-2A
(eukariotic translation initiation factor 2A). Die PKR ist ausschließlich in virus-
infizierten Zellen aktiv, da sie auf die Aktivierung durch virale dsRNA angewiesen
ist [Balachandran et al. 2007]. Die OAS hingegen katalysiert die Veresterung von
bis zu fünf Adenosin-Triphosphaten (ATP) zu 2’-5’-gebundenen Oligoadenylaten.
Diese wiederum binden an eine im Zytoplasma latent vorkommende Ribonuklease,
die RNase L, welche virale und zelluläre RNA abbaut. Die katalytische Aktivität der
OAS wird ebenfalls durch virale dsRNA aktiviert [Silverman et al. 2000].
Zu den zytosolischen RNA erkennenden Rezeptoren gehören RIG-I und MDA-
5 [Kato et al. 2008; Kato et al. 2006; Schlee et al. 2009], welche 5’-Triphosphat
RNA und hochmolekulare virale RNA als Liganden erkennen [Hornung et al. 2006;
Pichlmair et al. 2006; Pichlmair et al. 2009]. Im Anschluss an die Rezeptoraktivie-
rung erfolgt die Einleitung von Signalkaskaden, welche die Aktivierung von NF-κB,
MAPK und IRF bewirken. Sowohl Typ I Interferone als auch proinflammatorische
Zytokine werden sezerniert. IPS1 (IFNβ promotor stimulator 1) dient als Adapter-
molekül für RIG-I und MDA-5. Des Weiteren konnte für RIG-I eine Funktion bei
der Erkennung von dsDNA nachgewiesen werden. AT-reiche dsDNA wird durch die
wirtseigene RNA-Polymerase III in 5’-Triphosphat dsRNA umgeschrieben und somit
Einleitung 15
eine Erkennung durch RIG-I ermöglicht [Ablasser et al. 2009].
Die NLR bilden eine große Familie mit 23 Mitgliedern im humanen System und
34 Mitgliedern in der Maus. NOD1 und NOD2 beispielsweise, erkennen verschiedene
strukturelle Motive, die von Peptidoglykanen grampositiver sowie gramnegativer
Bakterien abgeleitet sind [Kawai et al. 2009]. Sie führen im Säugetier zur NF-κB-
Aktivierung und teilweise zur IFNβ-Produktion [Leber et al. 2008].
Weitere NLR, wie die NALP-Unterfamilie, bilden einen intrazellulären Komplex,
der als Inflammasom bezeichnet wird. Dieser Komplex führt zu einer Caspase-1
vermittelten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine der IL-1 Familie (IL-1β,
IL-18, IL-33). Caspase-1 spaltet die Proformen der Zytokine proteolytisch, worauf
die Sezernierung der reifen Zytokine erfolgt [Kawai et al. 2009].
Innerhalb der NLR-Familie wird auch die antivirale Immunabwehr reguliert.
NLRC5 (NLR family, CARD domain containing 5) spielt hier eine Rolle, da dieser
Rezeptor die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, antiviraler Typ I Interfero-
ne und auch die Expression von MHC-I-Moleküle beeinflusst [Kawai et al. 2009;
Kuenzel et al. 2010; Neerincx et al. 2010].
Lange Zeit war TLR9 der einzig bekannte Rezeptor für die Detektion von DNA.
Heute sind weitere DNA-Sensoren, welche sowohl die Sezernierung von Typ I Inter-
feronen als auch proinflammatorischer Zytokine einleiten, bekannt.
Zu der jungen Rezeptorfamilie der ALR (AIM2-like receptors), welche nach ih-
rem zuerst identifiziertem Mitglied AIM2 (absent in melanoma 2) benannt wurde,
gehören im Menschen vier und in der Maus sechs Mitglieder [Unterholzner et al.
2010]. Alle ALR besitzen eine charakteristische IFI200- bzw. HIN200-Domäne. Drei
der humanen ALR, MNDA (myeloid cell nuclear differentiation antigen), PYHIN1
(pyrin and HIN domain family member 1) und AIM2 enthalten eine N-terminale
PYD gekoppelt an eine IFI200-Domäne, während das vierte Mitglied IFI16 (gamma-
interferon-inducible protein 16) an dieser Stelle zwei Tandem IFI200-Domänen auf-
weist [Hansen et al. 2011]. Eine Funktion als PRR wurde bisher nur für AIM2
und IFI16 nachgewiesen. Die PYD von AIM2 kann über ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD) die Aktivierung des Inflammasoms bewirken
[Hornung et al. 2009]. Außerdem kann AIM2 auch über die IFI200-Domäne mit bak-
terieller und viraler dsDNA interagieren und die Typ I IFN-Produktion induzieren
[Fernandes-Alnemri et al. 2009; Hansen et al. 2011; Roberts et al. 2009].
DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) wurde als IFN-indu-
zierbarer zytoplasmatischer Rezeptor, der zwei Bindungsdomänen für linksgängige
Z-DNA enthält beschrieben, welcher dsDNA verschiedenster Ursprünge detektiert.
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Nach Ligandenbindung interagiert DAI mit TBK1 sowie IRF3 und führt zur In-
duktion von Typ I Interferonen [Takaoka et al. 2007]. DAI-defiziente Mäuse zeigten
jedoch bezüglich der Erkennung von DNA keinen Phänotyp, weshalb die Relevanz
von DAI als DNA-Rezeptor fraglich ist [Ishii et al. 2008].
Eine neuere Studie beschreibt, dass die Induktion der IFNα-Sekretion durch zy-
toplasmatische DNA-Detektion durch das Enzym cGAS (cyclic GMP-AMP syn-
thase) induziert wird. Nach erfolgter Ligandenbindung synthetisiert das Enzym
cGAS den sekundären Botenstoff cGAMP (cyclic guanosine monophosphate-adeno-
sine monophosphate), welcher wiederum zur Aktivierung von STING (stimulator of
interferon genes) führt [Ablasser et al. 2013; P. Gao et al. 2013; Ishikawa et al. 2009;
Sun et al. 2013; Wu et al. 2013].
1.3 RNA/DNA-Hybride
RNA/DNA-Hybride können sowohl im Verlauf von zelleigenen Prozesse als auch
während bestimmter Infektionen und Erkrankungen transient auftreten. Zelleige-
ne Vorgänge, welche zur Ausbildung von RNA/DNA-Hybriden führen, sind: Die
Replikation des Kerngenoms (RNA-Primer, welche von der DNA-Polymerase als
Startpunkt benötigt werden, werden komplementär zur genomischen DNA synthe-
tisiert), die Gentranskription (eine zur DNA komplementäre mRNA wird syntheti-
siert), die Replikation der Telomere (die Telomerase besitzt ein internes zur telo-
meren DNA komplementäres RNA-Template), die Replikation des mitochondrialen
Genoms (der R-Loop beinhaltet am Replikationsursprung des Leitstranges ein stabi-
les RNA/DNA-Hybrid, welches aus zwei DNA-Strängen und einem RNA-Strang be-
steht), sowie die Rekombination von Immunglobulin-Klassenswitch-Regionen [Clay-
ton 2000; Mizuta et al. 2003; Shaw et al. 2008; B. Xu et al. 1996].
1.3.1 Virale RNA/DNA-Hybride
RNA/DNA-Hybride treten als Teil der genomischen Struktur einiger Viren und
während des viralen Infektionszyklus als Replikationsintermediate auf. Einige DNA-
Viren wie das humane Zytomegalievirus oder das Epstein-Barr-Virus, welche zur
Familie der Herpesviridae gehören, benötigen zur Genomreplikation einen RNA-
Primer, welcher komplementär an das DNA-Genom bindet [Prichard et al. 1998;
Rennekamp et al. 2011]. Im Verlauf einer retroviralen Infektion wird die virale ein-
zelsträngige RNA in doppelsträngige DNA umgeschrieben. Für diese reverse Tran-
skription besitzen humane und murine Retroviren sowie Hepadnaviren ein spezielles
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Enzym, die Reverse Transkriptase [Baltimore 1970; Miller et al. 1984; Modrow 2010;
Sarafianos et al. 2009]. Die entstehenden RNA/DNA-Hybride sind relativ kurzlebig,
da der RNA-Anteil des Hybrids durch die RNase H-Funktion der Reversen Tran-
skriptase abgebaut wird.
Die Familie der Retroviridae (Reverse Transkriptase Onkoviren) umfasst behüllte
Viren mit einem einzelsträngigem RNA-Genom, welches in Plusstrang-Orientierung
vorliegt. Das bekannteste humanpathogene Retrovirus ist das humane Immunde-
fizienzvirus (HIV), welches zur Gattung der Lentiviren gehört. Das murine Leuk-
ämievirus (MuLV), welches zur Gattung der Gammaretroviren zählt, gehört neben
dem humanen Immundefizienzvirus zu den am besten erforschten Virussystemen. Im
Jahr 1981 wurde die vollständige genomische Sequenz eines Retrovirus publiziert. Es
handelte sich um das Moloney-MuLV [Shinnick et al. 1981]. Aufgrund seiner inten-
siven Erforschung wird es häufig zur Konstruktion retroviraler Vektoren verwendet.
Es ist bereits in vielen gentherapeutischen Studien im Einsatz. Ebenso werden auf
seiner Basis replikationskompetente Vektoren entwickelt, die zur Bekämpfung von
Tumoren verwendet werden könnten [Tai et al. 2008].
Die Reverse Transkriptase, welche die genomische RNA der Retroviren in doppel-
strängige DNA umschreibt, wurde erstmals 1970 nachgewiesen [Baltimore 1970]. Die
entstandene doppelsträngige DNA wird von der viralen Integrase in das Wirtszell-
genom integriert. Folglich wird die eingebaute dsDNA mit dem wirtseigenen Genom
repliziert. Während der reversen Transkription entsteht ein RNA/DNA-Hybrid als
Replikationsintermediat [Varmus 1988].
Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, welche ein-
zelsträngige RNA in DNA umschreibt. Sie besitzt aber auch die Funktion einer DNA-
abhängigen DNA-Polymerase während sie den komplementären Zweitstrang für die
dsDNA-Synthese bildet. Außerdem hat die Reverse Transkriptase die Funktion einer
Helikase und der RNase H [Modrow 2010]. In Abbildung 1.5 ist die reverse Transkrip-
tion des RNA-Genoms eines Retrovirus in dsDNA dargestellt. Besonderes Augen-
merk gilt den entstehenden RNA/DNA-Hybriden. Da durch die RNase H-Funktion
der Reversen Transkriptase der RNA-Anteil des entstehenden RNA/DNA-Hybrids
relativ schnell abgebaut wird, sind die während der Reversen Transkription ent-
stehenden RNA/DNA-Hybride nicht besonders langlebig. Es sind jedoch besondere
RNA-Bereiche beschrieben, die gegenüber der Degradation durch die RNase H we-
sentlich stabiler sind. Diese RNA-Bereiche sind der sogenannte 3’-Polypurintrakt
(3’-PPT) und der zentrale Polypurintrakt (cPPT). Die PPT beinhalten mindes-
tens neun Adenosin- und Guanosinreste. Während die initiale Polymerisierung des
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(-)DNA-Stranges eine wirtseigene tRNA als Primer verwendet, beginnt die nachfol-
gende (+)DNA-Strang-Synthese mit viralen Primern, den PPT. Diese identischen
Stücke viraler genomischer RNA sind von der Template-Degradierung durch die
RNAse H nach der (-)DNA-Strang-Synthese nicht betroffen. Sie werden wahrschein-
lich erst nach erfolgreicher Initiierung der (+)DNA-Strangsynthese entfernt [Rausch
et al. 2004]. Hier bleiben RNA/DNA-Hybrid-Strukturen über einen längeren Zeit-
raum erhalten.
Man unterscheidet exogene und endogene Retroviren. Exogene Retroviren besit-
zen in ihrem Genom alle Informationen, die für den Ablauf eines Infektionszyklus
mit Freisetzung von infektiösen Viruspartikeln benötigt werden. Zudem kann das
Genom bestimmter exogener Retroviren Onkogene enthalten. Endogene Retroviren
sind in allen Zellen eines Organismus in das Genom integriert und werden vertikal
über Keimbahnzellen übertragen. Derartige Retrotransposons sind weit verbreitet
und machen bis zu 1 % des menschlichen Genoms aus. Unter bestimmten Umständen
ist es möglich, dass sie zur Produktion von exogenen, infektiösen Partikeln aktiviert
werden [Modrow 2010]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass endogene Retro-
viren in einigen Mausstämmen aktiv an der Entstehung von Erkrankungen beteiligt
sind. Die endosomalen TLR3, TLR7 und TLR9 besitzen eine zentrale Rolle in der
Kontrolle endogener Retroviren [Yu et al. 2012].
Das humane Zytomegalievirus, auch humanes Herpesvirus 5 genannt, gehört in
der Familie der Herpesviridae zur Unterfamilie der β-Herpesviren. Es handelt sich
um behüllte Viren mit einem dsDNA-Genom [Modrow 2010]. Während des lytischen
Replikationszyklus erfolgt die Initiation der Replikation des Genomes an einem cis-
aktiven „origin of replication“ (oriLyt). Dieser oriLyt beinhaltet repetitive Elemente
sowie Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. Innerhalb des oriLyt wurden Be-
reiche entdeckt, die RNA/DNA-Hybrid-Strukturen beinhalten und eine Länge von
300 und 500 Basenpaaren (bp) besitzen. Die 300 bp lange Region ist für den lytischen
Replikationszyklus essentiell [Anders et al. 1992; Prichard et al. 1998]. Die beschrie-
benen RNA/DNA-Hybrid-Strukturen sind sehr stabil, schwierig abzubauen und in
den Virionen enthalten. Virione, welche diese Hybrid-Strukturen nicht besitzen,
sind defekt und replizieren ineffizient, was darauf hindeutet, dass die RNA/DNA-
Hybride für die Replikation von zentraler Bedeutung sind. Wahrscheinlich fungieren
die RNA-Bestandteile als Primer für die Replikation des DNA-Genoms [Prichard
et al. 1998]. Für die Initiation der oriLyt-abhängigen Replikation ist das Phospho-
protein UL84 von zentraler Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass UL84 mit
einer konservierten RNA-Haarnadelstruktur in der RNA/DNA-Hybridregion inner-
Einleitung 19
a) Minus-Strang Synthese
R U5 PBS GAG POL ENV 3'PPT U3 R
(-) DNA
(+) RNA
r u5 tRNA gag
pol
cPPT env u3 r3'PPT
RNase H
b) Minus-Strang Transfer
PBS GAG POL ENV 3'PPT U3 R
(-) DNA
U5
tRNA
gag pol
cPPT
env u3 r3'PPT
PPT Spaltung PPT Spaltung
c) Plus-Strang Synthese
pbs
cPPT 3'PPT U3 R
(-) DNA
u5
tRNA Entfernung
gag pol env u3 r3'PPT
PPT Entfernung
U5 PBS
(+) DNA
d) Plus-Strang Transfer
pbs
U3 R
(-) DNA
u5gag pol env u3 r3'PPT
U5 PBS
(+) DNA
POL ENV 3'PPT U3 R U5
e) Bidirektionale DNA Synthese
pbs
U3 R
(-) DNA
u5gag pol env u3 r3'PPT
U5 PBS
(+) DNA
POL ENV 3'PPT U3 R U5
u3 r u5
cPPT
cPPT
CTS
CTS
tRNA
GAG
Abbildung 1.5: Reverse Transkription des retroviralen Genoms. Die Initiierung
der (+)DNA-Strangsynthese beginnt am 3’-PPT und am cPPT. Die PPT beinhalten min-
destens neun Adenosin- und Guanosinreste und sind sehr stabil gegenüber der RNase H-
vermittelten Degradierung [Rausch et al. 2004].
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halb des oriLyt interagiert und somit die Replikation einleitet [Colletti et al. 2007].
1.3.2 Mitochondriale RNA/DNA-Hybride
Die Mitochondrien sind eukaryotische Zellorganellen, welche von zentraler Bedeu-
tung für die zelluläre Energiebereitstellung sind. Energiereiches Adenosintriphos-
phat (ATP) wird während des Zitratzyklus und der Atmungskette gebildet. Eine
Doppelmembran umgibt die Mitochondrien, die ein Netzwerk ausbilden, welches
die gesamte Zelle durchzieht. Einzelne Mitochondrien können mit diesem Netzwerk
fusionieren oder sich davon abspalten.
Eine Besonderheit der Mitochondrien besteht in der Existenz einer eigenen Erb-
substanz, welche in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist und dort in zehn
bis 15 Kopien vorliegt. Pro Zelle können zwischen 100 −10 000 Kopien der mtDNA
vorhanden sein. Es handelt sich um ein zirkuläres doppelsträngiges DNA-Genom,
welches zur eigenständigen Replikation fähig ist. Die menschliche mtDNA besteht
aus 16 569 Basenpaaren.
RNA
mtDNA
R-Loop RNaseMRP
mtRNA Polymerase
Abbildung 1.6: R-Loop des mitochondrialen Genoms. Die RNA/DNA-Hybrid-
Struktur im mitochondrialen Genom besteht aus der elterlichen dsDNA und einem RNA-
Transkript [Ganten et al. 2003].
Im mitochondrialen Genom konnte in der Nähe des D-loops (displacement loop)
ein untypisches stabiles RNA/DNA-Hybrid, auch R-Loop genannt, am Ursprung
der Leitstrang-DNA-Replikation nachgewiesen werden (siehe Abbildung 1.6). Der
RNA/DNA-Hybrid-Bereich besteht aus der elterlichen DNA sowie einem RNA-
Transkript. Alle drei Stränge interagieren miteinander und sind für die Initiation der
Replikation der mtDNA nötig [Clayton 2000]. Um als Primer fungieren zu können,
muss die RNA ein freies 3’-OH-Ende aufweisen, um von der DNA-Polymerase ver-
wendet zu werden. Die RNase MRP (mtRNA-processing endoribonuclease), welche
ausschließlich das triple-Strang-RNA/DNA-Hybrid als Substrat akzeptiert, prozes-
siert die RNA, die folglich als Primer erkannt wird [Chang et al. 1987; Chang et al.
1989; D. Y. Lee et al. 1997; Schmitt et al. 1993].
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1.3.3 RNA/DNA-Hybride und Autoimmunität
Bei der autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung Aicardi-Goutières-Syndrom han-
delt es sich um eine Enzephalopathie, die im klinischen Bild Ähnlichkeiten zu in-
trauterin erworbenen Virusinfektionen aufweist, obwohl keine Erreger nachgewiesen
werden können. Mutationen der Gene für die Nukleasen TREX1 und RNase H2, die
zu einer verminderten Enzymaktivität führen, lösen Akkumulationen von Nuklein-
säurenebenprodukten aus [Crow et al. 2006a; Crow et al. 2006b; Crow et al. 2009]. Im
Fall von RNase H2-Mutationen handelt es sich um RNA/DNA-Hybride. Diese An-
sammlung von Nukleinsäuren löst Entzündungsreaktionen aus [Alarcón-Riquelme
2006; Rigby et al. 2008]. TREX1-Mutationen stehen außerdem im Zusammenhang
mit Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes (SLE) und fa-
milial chilblain lupus [Lee-Kirsch et al. 2007a; Lee-Kirsch et al. 2007b]. Für TREX1
defiziente Mäuse konnte außerdem gezeigt werden, dass es aufgrund des fehlenden
Abbaus zytoplasmatischer DNA, welcher von endogenen Retroelementen stammt,
zu einer letalen Autoimmunität kommt, die durch erhöhte Produktion von Typ I In-
terferonen und proinflammatorischen Zytokinen ausgelöst wird [Morita et al. 2004;
Stetson et al. 2008].
1.4 TLR-basierte Adjuvantien
Für die Prävention verschiedener Infektionskrankheiten sind Impfstoffe von zentra-
ler Bedeutung. Um eine adäquate Immunantwort zu gewährleisten, kommen Adju-
vantien als pharmazeutische Hilfsstoffe zur Anwendung, welche die Wirkung eines
Impfstoffes unspezifisch verstärken. Der Impfstoff selbst löst eine spezifische Im-
munantwort aus, die Stärke der Immunantwort wird aber maßgeblich durch das
verwendete Adjuvans bestimmt.
Derzeit sind folgende Adjuvantien für die Verstärkung humaner Impfstoffe zuge-
lassen: Aluminiumhydroxid, MF59, AS03 und AS04. Aluminiumhydroxid, welches
in den 1920er Jahren entdeckt wurde, verstärkt die Antigenaufnahme durch an-
tigenpräsentierende Zellen, verlängert die Antigenpräsentation und wirkt sich po-
sitiv auf die Aktivierung von T-Lymphozyten aus [Ghimire et al. 2012; McKee
et al. 2013]. Es kommt als Adsoprtionsmittel in inaktivierten Impfstoffen wie den
Tetanus-, Diphtherie-, Pertussis- und Hepatitis A-Impfstoffen vor. MF59, welches
in den 1990er Jahren entwickelt wurde, stellt nach Aluminiumhydroxid das zweite
zugelassene Adjuvans dar. Es handelt sich um eine Öl-in-Wasser-Emulsion, welche
Squalen, Polysorbat 80 und Sorbitantrioleat enthält. MF59 ist lymphgängig und be-
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schleunigt die Antigenaufnahme durch Immunzellen. Es ist beispielsweise Bestand-
teil im Influenza-Impfstoff Fluad. Bei AS03 handelt es sich ebenfalls um eine Öl-
in-Wasser-Emulsion, die Squalen, Polysorbat 80 und DL-α-Tocopherol enthält. Die-
ses Adjuvans wird im Influenza-Impfstoff Pandemrix verwendet. Bei dem Adjuvans
AS04 handelt es sich um ein sogenanntes kombiniertes Adjuvans. Ein Komplex aus
Monophosphoryl-Lipid A (MPL) und Aluminiumhydroxid. MPL ist ein gereinigtes
Derivat von Lipopolysacchariden aus Bakterienzellwänden von Salmonella minne-
sota und aktiviert TLR4. AS04 ist Bestandteil im Hepatitis B-Impfstoff Fendrix und
im HPV (humane Papillomviren)-Impfstoff Cervarix.
Die Erforschung und Entwicklung neuer Adjuvantien ist von großer Bedeutung,
um ein Repertoire an Wirkverstärkern zur Verfügung zu stellen, welches die gezielte
Induktion humoraler oder zellulärer Immunantworten ermöglicht. Die Sicherheit von
Adjuvantien besitzt oberste Priorität. Dennoch steht beispielsweise der Impfstoff
Pandemrix im Verdacht bei Kindern Narkolepsie auszulösen [Nohynek et al. 2012;
Partinen et al. 2012].
Sowohl natürliche als auch synthetische TLR-Liganden besitzen das Potenti-
al als Adjuvantien eingesetzt zu werden und befinden sich bereits in der experi-
mentellen Verwendung. Außerdem weiß man heute, dass TLR-Liganden schon seit
Beginn der Impfstoffentwicklung unwissentlich als Wirkverstärker enthalten waren.
Der Gelbfieberimpfstoff YF-17D, ein attenuierter Lebendimpfstoff, gehört zu den
effektivsten Vakzinen und aktiviert verschiedene dendritische Zelltypen über TLR2,
TLR7, TLR8 und TLR9. Dadurch werden Zytokine wie IL-12, IL-6 und IFNα in-
duziert [Querec et al. 2006]. Die eingeleitete adaptive Immunantwort ist zum einen
charakterisiert durch ein Th1-/Th2-Zytokinprofil und zum anderen durch antigen-
spezifische CD8+ T-Lymphozyten. Außerdem spielt das Adaptermolekül MyD88 hier
eine entscheidende Rolle in der Einleitung der Th1-Antwort. Die außerordentliche
Effektivität spiegelt sich auch darin wider, dass eine einzige Impfdosis bei 99 % der
immunisierten Menschen ausreichenden Schutz vor Gelbfieber bietet. Antikörper
konnten sogar 35 Jahre nach der Immunisierung nachgewiesen werden [Poland et
al. 1981]. Dieses Musterbeispiel zeigt außerdem, dass eine Kombination verschiede-
ner TLR-Liganden als Adjuvans enormes Potential besitzen könnte. Im Tiermodell
konnten bereits erste Daten zur simultanen Verwendung von TLR2/6-, TLR3- und
TLR9-Liganden erhoben werden [Zhu et al. 2010].
Liganden für TLR7 und TLR8 wurden bisher nicht als Wirkverstärker in Impf-
stoffen erprobt. Dennoch werden Imiquimod und Resiquimod in der medizinischen
Therapie verwendet. Imiquimod wird beispielsweise zur Behandlung von Basal-
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zellkarzinomen, durch HPV ausgelöste Nicht-Genitalwarzen, und zur Behandlung
von Lentigo maligna eingesetzt [Gupta et al. 2004]. Es kommt zur lokalen Induk-
tion von IFNα, TNFα, IL-6 und IL-12. Des Weiteren wird eine zytotoxische T-
Lymphozyten-Antwort eingeleitet.
Synthetisch hergestellte immunstimulatorische CpG DNA-Sequenzen werden bei-
spielsweise in der Entwicklung von Hepatitis B- und Influenza-Impfstoffen erprobt.
Im klinischen Test wurde ein kommerzieller Hepatitis B-Impfstoff mit der entspre-
chenden immunstimulatorischen DNA-Sequenz supplementiert und Testpersonen in-
tramuskulär injiziert. HBsAG-spezifische Antikörper konnten bei diesen Probanden
deutlich früher nachgewiesen werden als in den Kontrollgruppen. Außerdem konnten
unter den Testpersonen deutlich höhere Raten an zytotoxischen T-Lymphozyten be-
obachtet werden [Halperin et al. 2006]. Sogar für immunsupprimierte HIV-infizierte
Patienten konnte gezeigt werden, dass ein TLR9-Ligand als Adjuvans in einem
Pneumokokken-Impfstoff hervorragende Erfolge erzielen kann [Søgaard et al. 2010].
Um effektive TLR-basierte Adjuvantien zu generieren, muss deren Aufnahme in
Immunzellen mit Hilfe geeigneter Transport- bzw. Transfektionsmechanismen for-
ciert werden. Verschiedene Zwei- oder Mehrkomponentensysteme wie Liposomen
oder Aluminiumgele finden Verwendung. Für MPL-ähnliche Moleküle wurde bereits
gezeigt, dass die zelluläre Aufnahme deutlich erhöht wird, wenn Aggregatkomplexe
und keine Monomere transportiert werden.
Transfektionsreagenzien, welche TLR-Liganden an ihren Wirkort transportieren,
dürfen selbst keine Nebenwirkungen sowie Zellschädigungen auslösen. Derzeit gibt es
eine Reihe liposomaler Transfektionsreagenzien, welche die zelluläre Aufnahme der
TLR-Liganden induzieren bzw. beschleunigen. Liposomen sind vesikuläre Struktu-
ren, welche durch die Akkumulation von untereinander interagierenden Lipiden ge-
bildet werden. In der Gruppe der kationischen Lipide sind insbesondere die Trans-
fektionsreagenzien N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chloride
(DOTMA) [Felgner et al. 1987], [1,2-bis(oleoyloxy)-3-(trimethylammonio)propane]
(DOTAP) [Leventis et al. 1990], 3β[N-(N’, N’-dimethylaminoethane)-carbamoyl]
cholesterol (DC-Chol) [X. Gao et al. 1991] und dioctadecylamidoglycylspermine
(DOGS) [Behr et al. 1989] von Bedeutung. Kationische Lipide bilden mit negativ
geladenen Nukleinsäuren Lipoplexe aus [Wasungu et al. 2006]. Jedes Lipid besitzt
eigene strukturelle Aspekte wie die Größe der Kopfgruppe und der Länge des Koh-
lenwasserstoffrestes. Die positiv geladene Kopfgruppe ist sowohl für Interaktionen
mit den negativ geladenen Nukleinsäuren als auch für die Bindung des Lipoplexes an
die Zellmembran verantwortlich. Die anschließende Aufnahme der Lipoplexe in die
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Zelle erfolgt durch Endozytose oder endozytoseähnliche Mechanismen [Elouahabi
et al. 2005; Pires et al. 1999].
1.5 Zielsetzung
Das angeborene Immunsystem detektiert virale und bakterielle Nukleinsäuren über
pattern recognition receptors (PRR). Einzel- und doppelsträngige RNA und DNA
wurden bisher als Liganden für diese Rezeptoren beschrieben. RNA/DNA-Hybride
sind beispielsweise Bestandteil viraler, bakterieller sowie mitochondrialer Genome
oder werden während viraler bzw. retroviraler Replikationszyklen transient gebil-
det. Außerdem ist ein Zusammenhang zwischen einem unzureichenden Abbau von
endogenen Nukleinsäurespezies und der daraus resultierenden Akkumulation von
RNA/DNA-Hybriden und dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen wahrschein-
lich. Das immunstimulatorische Potential von RNA/DNA-Hybriden wurde bisher
nicht ausreichend untersucht.
Durch die Auswahl viraler bzw. retroviraler Sequenzen, welche Bestandteil von
RNA/DNA-Hybriden sind, soll deren immunstimulatorisches Potential in humanen
sowie murinen Immunzellen untersucht werden. Der für die Detektion verantwortli-
che Rezeptor wird durch Verwendung rezeptordefizienter Mausstämme identifiziert.
Des Weiteren soll die direkte Rezeptor-Liganden-Interaktion in einer Bindungsstu-
die nachgewiesen werden. Dazu wird die extrazelluläre Rezeptordomäne rekombinant
hergestellt und die spezifische Bindung von RNA/DNA-Hybriden verifiziert.
Außerdem wird das immunstimulatorische Potential von Genomen analysiert,
welche RNA/DNA-Hybrid-Strukturen aufweisen. Mitochondriale, virale und bakte-
rielle Genome sollen unter diesem Gesichtspunkt näher untersucht werden. Nachfol-
gend sollen primäre Immunzellen retroviral infiziert und fluoreszenzmikroskopisch
auf die Akkumulation von RNA/DNA-Hybriden hin untersucht werden.
Durch die nähere Charakterisierung des RNA/DNA-Hybrid-detektierenden Re-
zeptors könnten innovative therapeutische Möglichkeiten für die Behandlung von
viralen Infektionen oder auch Autoimmunerkrankungen abgeleitet werden.
In einem weiteren Themenkomplex soll das Potential von cholesterolkonjugier-
ter synthetischer immunstimulatorischer RNA [Heil et al. 2004] für die Verwendung
als Adjuvans analysiert werden. Adjuvantien sind als Wirkverstärker für Impfstoffe
von essentieller Bedeutung. Derzeit gibt es nur wenige für den Menschen zugelasse-
ne Substanzen, wodurch sich ein weiterer Forschungsbedarf für nebenwirkungsfreie
Adjuvantien ergibt. RNA40 wurde bereits als Ligand für TLR7 beschrieben und
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besitzt somit prinzipiell das Potential als Adjuvans Verwendung zu finden. Der-
zeit muss jedoch ein Transfektionsreagenz eingesetzt werden, um RNA40 an ihren
Wirkort zu bringen. Die Verwendung solcher Reagenzien zeigt häufig unerwünschte
Effekte wie z. B. Zelltod. Die Kopplung eines TLR-Liganden an eine natürlicherwei-
se im menschlichen Körper vorkommende Substanz wie Cholesterol sollte schädliche
Auswirkungen minimieren.
Das immunstimulatorische Potential von cholesterolkonjugierte RNA40 wird im
Vergleich zur bekannten dotapvermittelten Transfektionsmethode analysiert. Dazu
werden murine Immunzellen differenziert, die zelluläre Aufnahme von RNA40 durch-
flusszytometrisch untersucht und die Sezernierung von Zytokinen mittels ELISA
nachgewiesen. Des Weiteren muss ein immunstimulatorischer Effekt durch Choles-
terol selbst ausgeschlossen werden können. Für diese Untersuchung wird ein nicht-
stimulativer cholesterolgekoppelter Ligand verwendet.
Kapitel 2
Material
2.1 Geräte
Tabelle 2.1: Geräte
Gerät Modell Firma/Firmensitz
Analysewaage R160P-D1 Satorius GmbH,
Göttingen
Analysewaage H51-D Satorius GmbH,
Göttingen
Autoklav Provit 2200 Holzner GmbH, Nussloch
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton Dickinson, Basel
Eismaschine AF 10 Scotsman Ice Systems,
Ipswich, UK
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mit
Apotome
Carl Zeiss, Oberkochen
FPLC-System Pharmacia, Uppsala,
Sweden
Gefrierschrank Liebherr comfort Liebherr, Ochsenhausen
Heizblock TS-100 Thermoshaker PeqLab, Erlangen
Inkubator HERA cell 240 Heraeus, Hanau
Konfokales
Laserscan-Mikroskop
TCS SP5 Leica Microsystems,
Wetzlar
Kühlschrank Liebherr, Ochsenhausen
Magnetrührer MR 2002 Heidolph, Schwabach
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Gerät Modell Firma/Firmensitz
Mikroliterpipetten Abimed, Langenfeld
Mikroliterpipetten Eppendorf, Hamburg
Mikroplattenwaschgerät Skan Washer 400 Molecular Devices,
Ismaning
Mikroskop (Durchlicht) Labovert Leitz, Bielefeld
PAA-
Gelektrophoresekammer
Perfect Blue Twin S Peqlab, Erlangen
pH-Meter pH523 WTW, Weilheim
Pipettierhilfe Pipetboy comfort Hirschmann Laborgeräte,
Eberstadt
Plattenphotometer Emax Molecular Devices,
Ismaning
Präzisionswaage P1000 Mettler Toledo, Gießen
RT-PCR-Cycler Mini Opticon MJ Mini Biorad, Hercules, USA
Rüttler (vortexen) REAX 2000 Heidolph, Schwabach
Spannungsquelle PowerPack 300 Biorad, Hercules, USA
Spektrophotometer NanoDrop-1000 Thermo Scientific,
Wilmington, USA
Sterilwerkbank Hera safe Heraeus, Hanau
Sterilwerkbank LaminAir HLB 2448 Heraeus, Hanau
Stickstofftank Chronos Messner, Griesheim
Thermocycler
(PCR-Maschine)
C1000 Thermal cycler Biorad, Hercules, USA
Tischzentrifuge Picofuge Stratagene, Amsterdam,
NL
Ultrazentrifuge Optima L-100K
Ultracentrifuge
Beckmann Coulter, Brea,
Kalifornien, USA
Wasserbad Köttermann
Labortechnik,
Uetze/Hänigsen
Zählkammer Neubauer W. Schreck, Hofheim
Zentrifuge Avanti J-25 Beckmann Coulter, Brea,
Kalifornien, USA
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau
Zentrifuge Biofuge stratos Heraeus, Hanau
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Gerät Modell Firma/Firmensitz
Zentrifuge J2-21 Beckmann Coulter, Brea,
Kalifornien, USA
Zentrifuge Multifuge 1L-R Heraeus, Hanau
Zytozentrifuge Cytospin 2 Shandon, England
2.2 Chemikalien
Tabelle 2.2: Chemikalien
Chemikalie Firma/Firmensitz
2-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Agarose „UltraPureTM“ Invitrogen, Karlsruhe
Ammoniumchlorid, NH4Cl Merck, Darmstadt
Ammoniumperoxodisulfat, APS Sigma-Aldrich, Steinheim
Bisacrylamid Serva, Heidelberg
Bovine Serum Albumin, BSA Roth, Karlsruhe
CHAPS (3-[(Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propansulfonat
Roth, Karlsruhe
Chloroform Roth, Karlsruhe
Diethylpyrocarbonat, DEPC Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsäure, EDTA Roth, Karlsruhe
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-
tetraessigsäure
(EGTA)
Roth, Karlsruhe
Glycin Roth, Karlsruhe
Glyzerol Roth, Karlsruhe
HEPES Roth, Karlsruhe
Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim
Kaliumchlorid, KCl Roth, Karlsruhe
Kaliumhydrogencarbonat, KHCO3 Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Firma/Firmensitz
Kaliumhydrogenphosphat, KH2PO4 Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid, MgCl2 Roth, Karlsruhe
MES Roth, Karlsruhe
MOPS Roth, Karlsruhe
Natriumacetat Roth, Karlsruhe
Natriumazid Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid, NaCl Roth, Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat, SDS Roth, Karlsruhe
Natriumhydrogenphosphatdihydrat,
Na2HPO4 · 2 H2O
Roth, Karlsruhe
Natronlauge, 1N Roth, Karlsruhe
Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Roth, Karlsruhe
Polybrene Sigma-Aldrich, Steinheim
Saccharose Roth, Karlsruhe
Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim
Schwefelsäure, H2SO4 Merck, Darmstadt
Tetramethylethylendiamin, TEMED Sigma-Aldrich, Steinheim
TrisBase Roth, Karlsruhe
TrisHCl Roth, Karlsruhe
Trypanblau Serva, Heidelberg
Tween20 Roth, Karlsruhe
Wasserstoffperoxid, 30 % H2O2 AppliChem, Darmstadt
Zitronensäure, C6H8O7 Merck, Darmstadt
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2.3 Reagenzien
Tabelle 2.3: Reagenzien
Reagenz Firma/Firmensitz
Chloramphenicol Roth, Karlsruhe
DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) Merck, Darmstadt
DNA ladder 100 bp, Gene Ruler Thermo Scientific, Waltham, USA
DNase Roche, Mannheim
DOTAP Transfection Reagent Roth, Karlsruhe
FMS-like Tyrosinkinase3 Ligand,
Überstand Flt3L exprimierender
CHO-Zellen
Eigenproduktion
GelCode Blue Stain Reagent Thermo Scientific, Waltham, USA
IFNα, human, rekombinant Peprotech, Hamburg
IFNα, murin, rekombinant Hycult Biotech, Uden, NL
IL-6, human, rekombinant ImmunoTools, Friesoythe
IL-6, murin, rekombinant R&D Biosystems, Wiesbaden
IP-10, murin, rekombinant PeproTech, Rocky Hill, USA
Kanamycinsulfat Roth, Karlsruhe
Lipofectamine2000 Reagent Invitrogen, Karlsruhe
Loading Dye Solution, 6 x Thermo Scientific, Waltham, USA
Mowiol Roth, Karlsruhe
OPD-Tabletten Sigma-Aldrich, München
PageBlue Protein Staining Solution Thermo Scientific, Waltham, USA
Proteaseinhibitorcocktail Thermo Scientific, Waltham, USA
Protein A Thermo Scientific, Waltham, USA
Proteinase K Roche, Mannheim
Proteinmarker (prestained) Thermo Scientific, Waltham, USA
RNase H Thermo Scientific, Waltham, USA
RNase, DNase-free Roche, Mannheim
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat Roche, Mannheim
SybrGold Nucleic Acid Gel Stain Life technologies, Carlsbad, USA
TNFα, murin, rekombinant PeproTech, Rocky Hill, USA
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2.4 Puffer
Tabelle 2.4: Puffer
Puffer Zusammensetzung
Bindungspuffer 50 mm MES, 150 mm NaCl, 1 mm
MgCl2, pH 5,5
Blockpuffer (ELISA) 1 % BSA, 0,05 % Tween20 in 1 x PBS
Dulbecco’s PBS PAA, Cölbe
Elutionspuffer
(Affinitätschromatographie)
100 mm Glycin, pH 3,0
Erythrozytenlysepuffer 150 mm NH4Cl, 10 mm KHCO3,
0,1 mm EDTA, pH 7,2
FACS Cell Wash BD Biosciences, USA
FACS Clean BD Biosciences, USA
FACS Flow BD Biosciences, USA
FACS Rinse BD Biosciences, USA
FACS-Flow 0,001 % Na-Azid in 1 x PBS
FACS-Puffer 2 % FCS in PBSdef
IBc Puffer (Mitochondrienisolation) 0,01 m Tris/MOPS, 0,001 m
EGTA/Tris, 0,2 m Sucrose, pH 7,4
Lämmli-Probenpuffer, 6 x 12 % SDS, 12,5 % 2-Mercaptoethanol,
60 % Glyzerol, 0,375 mm TrisBase,
pH 6,8 mit HCl einstellen, gesättige
Bromphenolblaulösung zugeben
Laufpuffer (SDS-PAGE) 25 mm Tris, 192 mm Glycin, 0,1 %
SDS, pH 8,3
Liposomenpuffer, 1 x 20 mm HEPES, 150 mm NaCl, 0,1 %
DEPC,
pH 7,4; 3 h rühren, 2 x autoklavieren
Liposomenpuffer, 2 x 40 mm HEPES, 300 mm NaCl, 0,1 %
DEPC,
pH 7,4; 3 h rühren, 2 x autoklavieren
Taillysepuffer (Mausschwänze,
Bakterien, Mitochondrien)
10 mm TrisHCl pH 8.0, 25 mm EDTA,
100 mm NaCl, 0.5 % SDS in H2O u. p.
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Puffer Zusammensetzung
Lysepuffer (Zelllysate) 1 x Liposomenpuffer, 1 % CHAPS,
Proteaseinhibitorcocktail (1
Tablette/10 ml Puffer)
MES-Puffer (Schmelzkurvenanalyse) 20 mm MES, 150 mm NaCl, pH 5,5
PBS, 10 x 2,7 mm KCl,1,5 mm KH2PO4, 137 mm
NaCl, 6,5 mm Na2HPO4 · 2 H2O, pH 7,4
pH-Ausgleichspuffer
(Affinitätschromatographie)
1,5 m Tris, pH 8,6
RNase H, 10 x Reaction Buffer Thermo Scientific, Waltham, USA
Sammelgelpuffer (SDS-PAGE) 1,5 m Tris, 10 % SDS, pH 6,8
Saponinpuffer 1 % BSA, 0,5 % Saponin in PBSdef
Substratpuffer (ELISA) 38 mm C6H8O7, 66 mm
Na2HPO4 · 2 H2O, pH 5,0
TAE-Puffer, 50 x 40 mm TrisBase, 0,1 % Essigsäure,
0,1 mm EDTA in H2O
Trenngelpuffer (SDS-PAGE) 1,5 m Tris, 10 % SDS, pH 8,8
Waschpuffer (ELISA) 0,05 % Tween20 in 1 x PBS
2.5 Medien und Zellkultur
Tabelle 2.5: Zusätze
Zusatz Firma/Firmensitz
2-Mercaptoethanol Life technologies, Carlsbad, USA
AB-Serum Biochrom AG, Berlin
Amino Acids, non-essential, 100 x PAA, Cölbe
DMEM (high glucose 4,5 g/l without
L-Glutamine)
PAA, Cölbe
Fetal calf serum, FCS Life technologies, Carlsbad, USA
humanes AB-Serum Sigma Aldrich, München
L-Glutamin, 200 mm (100 x) PAA, Cölbe
LB-Medium (E.coli-Kultur) Roth, Karlsruhe
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Zusatz Firma/Firmensitz
Lymphozytenseparationsmedium PAA, Cölbe
OptiMEM Life technologies, Carlsbad, USA
Penicillin/Streptomycin (100 x) PAA, Cölbe
RPMI1640 PAA, Cölbe
Sodium Pyruvat Solution, 100 mm PAA, Cölbe
Trypsin-EDTA, 10 x (5 mg/ml Trypsin;
2,2 mg/ml EDTA)
PAA, Cölbe
Tabelle 2.6: Medien supplementiert
Medium Zusammensetzung
OptiMEM supp. Flt3L (murine
Flt3L-Kultur)
100 Units/ml Penicillin, 100 µg/ml
Streptomycin, 1 % FCS, 0,1 %
2-Mercaptoethanol
RPMI supp. PBMC (humane
PBMC-Kultur)
2 mm L-Glutamin, 100 Units/ml
Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 1 x
Aminosäuren, 1 mm Sodium Pyruvat
Solution, 2 % AB-Serum
DMEM supp. 10 % FCS 2 mm L-Glutamin, 100 Units/ml
Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin,
10 % FCS, 0,1 % 2-Mercaptoethanol
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2.6 Bakterien
Tabelle 2.7: Bakterien
Bakterium Quelle
E.coli Wildtyp, DH5α Eigenbestand
E.coli MIC2067 Mitsuhiro Itaya, Professor Laboratory
of Genome Designing Biology, Institute
for Advanced Biosciences, Keio
University, Japan
2.7 Medien Bakterienkultur
Tabelle 2.8: Medien Bakterienkultur
Medium Firma/Firmensitz
LB-Medium Roth, Karlsruhe
2.8 Kits
Tabelle 2.9: Kits
Kit Firma/Firmensitz
LongRange PCR Kit Qiagen, Hilden
Murine IP-10 ELISA Kit PeproTech, Rocky Hill, USA
Murine TNFα ELISA Kit PeproTech, Rocky Hill, USA
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo, Scientific, Waltham, USA
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2.9 Antikörper
Tabelle 2.10: Zytokin- bzw. Interferon-ELISA
Antikörper Firma/Firmensitz
goat anti-mouse TNFα PeproTech, Rocky Hill, USA
goat anti-mouse TNFα, biotinylated PeproTech, Rocky Hill, USA
mouse anti-human IFNα eBioscience, San Diego, USA
mouse anti-human IFNα
HRP-conjugate
eBioscience, San Diego, USA
rabbit anti-mouse IFNα PBL, Interferon Source, Piscataway,
USA
rabbit anti-mouse IP-10 PeproTech, Rocky Hill, USA
rabbit anti-mouse IP-10, biotinylated PeproTech, Rocky Hill, USA
rat anti-human IL-6 BD Pharmingen, Heidelberg
rat anti-human IL-6, biotinylated BD Pharmingen, Heidelberg
rat anti-mouse IFNα PBL, Interferon Source, Piscataway,
USA
rat anti-mouse IL-6 R&D Systems, Minneapolis, USA
rat anti-mouse IL-6, biotinylated R&D Systems, Minneapolis, USA
Tabelle 2.11: Nukleinsäure-ELISA
Antikörper Firma/Firmensitz
goat anti-mouse IgG, HRP-conjugate Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA
mouse IgG Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA
S9.6 anti-RNA/DNA-Hybrid (mIgG2a) überlassen von Gabor Szabo,
University of Debrecen, Hungary
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Tabelle 2.12: Fc-ELISA
Antikörper Firma/Firmensitz
AffiniPure Goat Anti-Human IgG, Fcγ
Fragment Specific
Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA
Biotin-SP-AffiniPure Goat
Anti-Human IgG, Fcγ Fragment
Specific
Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA
Tabelle 2.13: FACS
Antikörper Firma/Firmensitz
Fc-Block, rat Jackson ImmunoResearch, West
Grove, USA
rat anti-mouse B220, FITC BD Bioscience, San Jose, USA
rat anti-mouse CD11c, APC eBioscience, San Diego, USA
rat anti-mouse Siglec-H, PE Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Tabelle 2.14: Immunfluoreszenz
Antikörper Firma/Firmensitz
goat anti-mouse IgG, Alexa568 Life technologies, Carlsbad, USA
S9.6 anti-RNA/DNA-Hybrid (mIgG2a) überlassen von Gabor Szabo,
University of Debrecen, Hungary
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2.10 Stimulanzien
Tabelle 2.15: Stimulanzien
Stimulus Sequenz 5 ’ 3 ’ Firma/Firmensitz
ssRNA CMV27 (19mer) CCC GGG CAG GGU
GGC GGG A
IBA, Göttingen
ssDNA CMV27 (19mer) TCC CGC CAC CCT
GCC CGG G
IBA, Göttingen
ssRNA CMV63 (20mer) AGG GCG GAC GGA
GGG CGG GA
IBA, Göttingen
ssDNA CMV63 (20mer) TCC CGC CCT CCG
TCC GCC CT
IBA, Göttingen
ssRNA HIVPPT (18mer) UAA AAG AAA AGG
GGG GAC
IBA, Göttingen
ssDNA HIVPPT (18mer) GTC CCC CCT TTT
CTT TTA
IBA, Göttingen
ssRNA MuLV43 (43mer) CUG CAU UGA UUG
AAU CUG UCC UCA
CCA CCC ACC AGC
CCA CCU G
IBA, Göttingen
ssDNA MuLV43 (43mer) CAG GTG GGC TGG
TGG GTG GTG AGG
ACA GAT TCA ATC
AAT GCA G
IBA, Göttingen
ssRNA40 sense (20mer) GCC CGU CUG UUG
UGU GAC UC
IBA, Göttingen
ssRNA40 antisense
(20mer)
GAG UCA CAC AAC
AGA CGG GC
IBA, Göttingen
CpG1668 PTO (20mer) TsCsCs AsTsGs AsCsGs
TsTsCs CsTsGs AsTsGs
CsT
TIB Molbiol, Berlin
CpG2216 PTO (20mer) GsGsG GGA CGA TCG
TCsG sGsGsG sGsG
TIB Molbiol, Berlin
s=thiolmodifizierte Phosphatgruppen
Material 38
Stimulus Sequenz 5 ’ 3 ’ Firma/Firmensitz
HCMV Genom Prof. Dr. med. Hartmut
Hengel, Institut für
Virologie,
Universitätsklinikum
Freiburg
HCMV BAC (bacterial artificial
chromosome)
Prof. Dr. med. Hartmut
Hengel, Institut für
Virologie,
Universitätklinikum
Freiburg
2.11 Primer
Tabelle 2.16: Primer
Primer Sequenz 5 ’ 3 ’ Firma/Firmensitz
LR PCR, forward GAA CTA GTA CCG
CAA GGG AAA GAT
GAA AGA C
Eurofins, MWG Operon,
Ebersberg
LR PCR, reverse CAC ACT TTC CAG
TAT GCT TAC CTT
GTT ACG AC
Eurofins, MWG Operon,
Ebersberg
Material 39
2.12 Viren
Tabelle 2.17: Viren
Virus Quelle
Mo-MuLV ZAP (GFP-markierter
Moloney-MuLV)
Dr. Philipp Yu, Institut für
Immunologie, Marburg
2.13 Mausstämme
Tabelle 2.18: Mausstämme
Mausstamm Quelle
C57BL/6 Wildtyp Animal facility, BMFZ, Marburg
DAP12-/- auf C57BL/6 Hintergrund Animal facility, Universität Freiburg
Siglec H-/- auf C57BL/6 Hintergrund Animal facility, Universität
Erlangen-Nürnberg
TLR7-/- auf C57BL/6 Hintergrund Animal facility, BMFZ, Marburg
TLR9-/- auf C57BL/6 Hintergrund Animal facility, BMFZ, Marburg
2.14 Zelllinien
Tabelle 2.19: Zelllinien
Zelllinie Literatur
HEK293 ATCC CRL-1573
HEK293, stabil mTLR2 exprimierend [Rutz et al. 2004]
HEK293, stabil mTLR9 exprimierend [Rutz et al. 2004]
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2.15 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2.20: Verbrauchsmaterialien
Produkt Firma/Firmensitz
6-well Platte Greiner Bio-One, Frickenhausen
6-well Platte, Primaria BD Bioscience, San Jose, USA
96-well Flachbodenplatte Greiner Bio-One, Frickenhausen
96-well Maxisorp Platte Nunc Thermo Fisher
Scientific,Denmark
96-well Rundbodenplatte Greiner Bio-One, Frickenhausen
96-well Rundbodenplatte, microlon,
unsteril
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Amicon Ultra-15 centrifugal filter
devices 50 000 NMWL
Millipore, Billerica, USA
Deckgläschen Thermo Scientific, Wilmington, USA
FACS-Röhrchen Greiner bio-one, Frickenhausen
Filterspitzen (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Peqlab, Erlangen
Handschuhe NOBA Verbandmittel, Wetter
Kanülen (20 G, 21 G, 24 G) BD Bioscience, Heidelberg
Kombitips Eppendorf, Hamburg
Mikrotiterplatte (96-well
Flachbodenplatte)
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Objektträger Thermo Scientific, Wilmington, USA
Pasteurpipette Assistent, Sondheim
Pipettenspitzen Greiner Bio-One, Frickenhausen
Plastikpipetten Greiner Bio-One, Frickenhausen
Reaktionsgefäß 0,2 ml Biostep, Jahnsdorf
Reaktionsgefäß 0,5 ml/ 1,5 ml / 2 ml Sarstedt, Nümbrecht
Reaktionsgefäß 15 ml / 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
Spitzen (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Slide-A-Lyzer-Dialysis cassettes
3,5 MWCO
Thermo Scientific,Wilmington, USA
Spritze „Omnifix“ (10 ml) Braun, Melsungen
Sterilfilter 0,45 µm und 0,22 µm Sigma-Aldrich, München
Streifentubes, klar; mit klaren Deckeln Biorad, Hercules, USA
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Produkt Firma/Firmensitz
Vakuumfilter Stericup Filter Units Millipore, Billerica, USA
Zellkulturflaschen Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturschalen (14,5 cm) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturschalen (Primaria, 10 cm für
Flt3L-Kultur)
BD Bioscience, San Jose, USA
Zellsieb 70 µm Nylon Falcon Becton Dickinson, USA
Zentrifugenröhrchen (für JA-14 und
JLA-16250)
Beckmann Coulter, Brea, Kalifornien,
USA
Zentrifugenröhrchen (für SW41-Rotor) Beckmann Coulter, Brea, Kalifornien,
USA
2.16 Software
Tabelle 2.21: Software
Software Firma/Firmensitz
AxioVision Carl Zeiss, Oberkochen
Cell Quest Pro BD Bioscience, San Jose, USA
Flow Jo Tree Star, Ashland, USA
JabRef reference manager Open Source, GPL lizensiert
LAS AF Leica Microsystems, Wetzlar
Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA
MiKTeX Christian Schenk
Omega Data Analysis BMG Labtech, Ortenberg
Open Office Open Source, Apache Software
Foundation
SigmaPlot 10.0 Systat Software, Chicago, USA
SoftMax Pro V5 Molecular Devices, Sunnyvale, USA
TeXnicCenter Open Source, The TeXnicCenter
Team, GPL lizensiert
Kapitel 3
Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 PCR
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode
zur in vitro-Amplifikation von DNA. Die Reaktion wird von einer DNA-Polymerase
katalysiert und durch Verwendung von Primern, welche für das gewünschte Ampli-
fikat spezifisch sind, initiiert. Der Begriff „Kettenreaktion“ beschreibt die Tatsache,
dass die PCR-Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangsstoffe für den nächsten Zy-
klus verwendet werden und somit eine exponentielle Vervielfältigung möglich wird.
Zur Vervielfältigung mitochondrialer Genome wurde das „LongRange PCR Kit“
von Qiagen verwendet.
Tabelle 3.1: PCR-Ansatz LongRange PCR
Substanz Stockkonzentration Endkonzentration
LongRange PCR Buffer 10 x 1 x
dNTP Mix 10 m m each 500 µm each
Primer sense 100 pmol/µl 0,4 pmol/µl
Primer antisense 100 pmol/µl 0,4 pmol/µl
LongRange PCR
Enzyme Mix
- 2 Units/50 µl
DNA - 0,5 µl
H2O u. p. - ad 50 µl
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Tabelle 3.2: PCR-Bedingungen LongRange PCR
PCR-Zyklus Temperatur Zeitspanne
1 93 ◦C 3 min
2 93 ◦C 15 s
3 62 ◦C 30 s
4 68 ◦C 16 min
5 Go to „2“ + 10 Zyklen
6 93 ◦C 15 s
7 62 ◦C 30 s
8 68 ◦C 16 min
9 Go to „6“ + 28 Zyklen
10 12 ◦C ∞
3.1.2 Genomextraktion aus E. coli-Kulturen
Um E. coli-Genome für Stimulationsexperimente verwenden zu können, wurden die
Bakterien zunächst lysiert und verdaut. Anschließend wurde das Genom mit Isopro-
panol gefällt. Wildtyp E. coli wurden in LB-Medium kultiviert und E. coli MIC2067
in LB-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin und 25 µg/ml Chloramphenicol.
• Pelletieren der Kultur (20 ml-Kultur):  2680 g, 10 min, 4 ◦C
• Verwerfen des ÜS
• Zugabe von 25 ml Taillysepuffer und 100 µg/ml Proteinase K
• ü. N. bei 56 ◦C inkubieren
•  2680 g, 30 min, 4 ◦C
• Zugabe von 25 ml Isopropanol, invertieren (DNA-Fällung)
• Überführung der DNA mit Hilfe eines sterilen Holzstäbchens in 25 ml 75 %
Ethanol
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•  2680 g, 10 min, 4 ◦C
• Verwerfen des ÜS
• Trocknung der Pellets
• 1 ml H2O u. p. auf das Pellet geben und quellen lassen
• Konzentrationsbestimmung am „NanoDrop-1000“
• Lagerung bei 4 ◦C
3.1.3 Genomextraktion aus gereinigten Mitochondrien
Zur Untersuchung des immunstimulatorischen Potentials mitochondrialer Genome
wurden zunächst Mitochondrien isoliert (3.6). Es folgte die Lyse der Mitochondrien
und anschließend wurde das mitochondriale Genom aufgereinigt.
• Aufnahme der Mitochondrien in Taillysepuffer und Zugabe von100 µg/ml Pro-
teinase K
• ü. N. bei 56 ◦C inkubieren
• Zugabe desselben Volumens Phenol-Chloroform-Isoamylalkohols und 30 s in-
vertieren
•  10 000 g, 10 min, 4 ◦C
• Abnahme der oberen Phase und Überführung in ein neues Reaktionsgefäß
• Zugabe desselben Volumens Chloroform und 30 s invertieren
•  10 000 g, 10 min, 4 ◦C
• Abnahme der oberen Phase und Überführung in ein neues Reaktionsgefäß
• Zugabe desselben Volumens Isopropanol und 1/10 Volumen 3 m Natriumacetat
(pH 5,0), 30 s invertieren
• Abnahme der oberen Phase und Überführung in ein neues Reaktionsgefäß
•  10 000 g, 10 min, 4 ◦C
• Waschen des Genoms mit 75 % igem Ethanol
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•  10 000 g, 10 min, 4 ◦C
• Abnahme des ÜS
• Trocknung des Pellets
• Quellung und Aufnahme des Pellets in geeignetem Volumen H2O u. p.
• Konzentrationsbestimmung am „NanoDrop-1000“
• Lagerung bei 4 ◦C
3.1.4 Messung von Nukleinsäure-Konzentrationen
Die Nukleinsäurekonzentrationen wurden photometrisch am „NanoDrop-1000“ ge-
messen. Die aromatischen Ringe der Basen von Nukleinsäuren oder auch einzelner
Nukleotide absorbieren UV-Strahlen mit einer Wellenlänge von 260 nm. Die optische
Dichte bei dieser Wellenlänge kann zur Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration
herangezogen werden. Es wurde jeweils 1 µl der unverdünnten Probe verwendet.
3.1.5 Herstellung doppelsträngiger Nukleinsäuren
Für die Stimulationsexperimente wurden aus verschiedenen, synthetisch hergestell-
ten, einzelsträngigen Nukleinsäuren in einer Annealing- bzw. Hybridisierungsreak-
tion Doppelstränge gebildet. Komplementäre Einzelstränge wurden in äquimolaren
Verhältnissen gemischt und anschließend für zehn Minuten auf 95 ◦C erhitzt, um die
Einzelstränge zu linearisieren. Anschließend erfolgte eine langsame Abkühlung des
Reaktionsansatzes bis auf Raumtemperatur. Während der Abkühlung lagerten sich
die komplementären Stränge aneinander, wodurch ein doppelsträngiges Endprodukt
entstand. Die Nukleinsäurekonzentrationen wurden am „NanoDrop-1000“ ermittelt.
Des Weiteren wurden die Doppelstränge qualitativ mittels Polyacrylamidgelelektro-
phorese und Schmelzkurvenanalyse untersucht. RNA/DNA-Hybride wurden zusätz-
lich durch den RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörper S9.6 nachgewiesen. Die
Lagerung erfolgte bei −80 ◦C.
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Tabelle 3.3: Ansatz zur Herstellung von doppelsträngigen Nukleinsäuren
Substanz Stockkonzentration Endkonzentration
Liposomenpuffer 2 x 1 x
Nukleinsäure-
Einzelstrang 1
100 pmol/µl 20 pmol/µl
Nukleinsäure-
Einzelstrang 2
100 pmol/µl 20 pmol/µl
H2O u. p. - ad 150 µl
3.1.6 Schmelzkurvenanalyse von doppelsträngigen Nuklein-
säuren
Mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse kann die Doppelsträngigkeit von Nukleinsäuren
überprüft werden. Die hergestellten doppelsträngigen Nukleinsäuren wurden für die
Analyse mit SYBRGold, einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, versetzt und
in einem RT-PCR-Cycler kontinuierlich von 23 ◦C auf 99 ◦C erhitzt, wobei es zu einer
temperaturabhängigen Dissoziation der beiden Stränge kam. Waren beide Stränge
aneinandergelagert, war das Fluoreszenzsignal am stärksten. Durch den Temperatur-
anstieg fiel das Fluoreszenzsignal stetig ab und bei Erreichen der Schmelztemperatur
Tm (temperature of melting) liegen 50 % der Doppelstränge als Einzelstränge vor
und es lässt sich der stärkste Abfall des Fluoreszenzsignals beobachten. Trägt man
die negative erste Ableitung der Schmelzkurve gegen die Temperatur auf, wird die
Schmelztemperatur als Hochpunkt sichtbar und kann abgelesen werden. Die doppel-
strängigen Nukleinsäuren wurden entweder in Liposomenpuffer verdünnt, welcher
mit einem pH-Wert von 7,4 dem physiologischen pH-Wert des Zytoplasmas ent-
spricht, oder in MES-Puffer, welcher mit einem pH-Wert von 5,5 das saurere Milieu
des endosomalen Kompartiments simuliert.
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Tabelle 3.4: Ansatz zur Schmelzkurvenanalyse von doppelsträngigen Nukleinsäuren
Substanz Stockkonzentration Endkonzentration
doppelsträngige
Nukleinsäure
- 0,1 µg/µl
SYBRGold 10 000 x 1 x
Liposomenpuffer pH 7,4 /
MES-Puffer pH 5,5
- ad 50 µl
3.1.7 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
Die Polyacrylamidgelelektrophorese dient in dieser Arbeit der Auftrennung von Nu-
kleinsäuren im elektrischen Feld. Die Nukleinsäuren wandern dabei durch eine Gel-
matrix, welche aus einem Gemisch von Acrylamid und Bisacrylamid besteht. In
Anwesenheit freier Radikale bildet Acrylamid in einer Kettenreaktion lange Poly-
mere, welche durch Bisacrylamid quervernetzt werden. Als Katalysator dieser Re-
aktion dient Tetramethylethylendiamin (TEMED) und als Radikalbildner kommt
Ammoniumperoxodisulfat (APS) zum Einsatz. Auf diese Weise entsteht ein festes
Gel.
Das Laufverhalten der verschiedenen einzelsträngigen und doppelsträngigen Nu-
kleinsäuren konnte differenziert und gleichzeitig die Herstellung der Doppelstränge
kontrolliert werden. Aufgrund der relativ kurzen Länge der aufzutrennenden Nukle-
insäuren wurden 15 % ige Polyacrylamidgele hergestellt.
Tabelle 3.5: Ansatz für ein 15 % iges Polyacrylamidgel
Substanz Volumen
Bis-Acrylamid (30 % w/v) 3,5 ml
TAE-Puffer, 50 x 0,14 ml
APS, 20 % 0,0175 ml
TEMED 0,011 ml
H2O u. p. ad 7 ml
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Um möglichst scharfe Bande zu erhalten, wurden die Nukleinsäuren in einem
Gesamtvolumen von 3 µl auf das Gel aufgetragen. Dabei wurden jeweils 300 ng
der entsprechenden Nukleinsäuren mit „6 x Loading Dye Solution“ versetzt und
mit H2O u. p. aufgefüllt. Als Laufpuffer diente 1 x TAE- Puffer. Nach einem ca.
1,5 −stündigen Lauf bei 100 V wurden die Gele mit SybrGold (1:10 000 in TAE-
Puffer verdünnt) gefärbt und analysiert.
3.2 Biochemische Methoden
3.2.1 Aufreinigung von TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteinen
Um TLR-Liganden-Interaktionen in einer Bindungsstudie untersuchen zu können,
wurden zunächst TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine aufgereinigt. Die Expression der Fu-
sionsproteine erfolgte in stabil transfizierten HEK-Zellen, welche expandiert und
lysiert wurden. Schließlich wurden die Fusionsproteine aus den Zelllysaten mit Hil-
fe der Affinitätschromatographie aufgereinigt. Die Fusionsproteine wurden an eine
Protein A-Säule gebunden, welche eine hohe Affinität zum hIgG-Fc-Teil besitzt. Die
gebundenen Fusionsproteine wurden im Anschluss durch Absenkung des pH-Wertes
von der Säule eluiert.
• Aufnahme der Zellpellets in Lysepuffer (2 ml Lysepuffer/14,5 cm-Kulturschale)
mit anschließender Rotation für 1 h bei 4 ◦C
•  3350 g, 30 min, 4 ◦C
• Abnahme des ÜS
• Sterilfiltration des ÜS (0,22 µm-Filter)
• Ultrafiltration des Lysates (50 000 NMWL),  3800 g, 5 −6 h, 8 ◦C
• Zelllysate nochmals steril filtrieren (0,22 µm-Filter)
Affinitätschromatographische Aufreinigung der Fusionsproteine
• Äquilibrierung der Protein A-Säule mit Lysepuffer
• Beladung der Säule mit Zelllysat
• Spülung der Säule mit Lysepuffer
• Elution der Fusionsproteine mit Elutionspuffer
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• Auffangen der Fusionsproteine in 1,5 ml Reaktionsgefäße (pH-Ausgleichspuffer
vorgelegt, um eine pH-Wert von 6,5 zu erhalten)
• Dialyse (Slide-A-Lyzer Dialysis cassettes), ü. N. bei 4 ◦C
Die Proteinkonzentration wurde mit dem „Pierce BCA Protein Assay Kit“ be-
stimmt.
3.2.2 BCA-Assay
Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen säulenchromatographisch aufgereinig-
ten TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine wurde das „BCA Protein Assay Kit“ laut Her-
stellerangaben verwendet. Bei der BCA-Reaktion reagieren zweiwertige Kupferionen
mit Proteinen zu einwertigen Kupferionen, welche in Kombination mit der Bicin-
choninsäure zu einem Farbumschlag von grün zu violett führen. Somit kann durch
photometrische Auswertung die Proteinkonzentration bestimmt werden.
3.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur Analyse der säulenchromatographisch aufgereinigten TLR-hIgG-Fc-Fusionspro-
teine wurde die denaturierende SDS-PAGE verwendet. Zum methodischen Hinter-
grund siehe auch 3.1.7.
Die Proben wurden mit 6 x Lämmli-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 96 ◦C
aufgekocht und anschließend auf das Gel aufgetragen. Zunächst erfolgte ein Einlau-
fen der Proben für 30 Minuten bei 70 V. Anschließend wurden die Proben bei 100 V
für 1,5 Stunden aufgetrennt. Als Größenstandard wurde der „PageRuler Prestained
Protein Ladder 10 −170 kDa“ verwendet, die Gele wurden mit Coomassie-Lösung
(GelCode Blue Stain Reagent) gefärbt und mit VE-Wasser entfärbt.
Tabelle 3.6: Ansatz für ein 7,5 % iges SDS-Polyacrylamidgel
Substanz Volumen
Sammelgel
Bis-Acrylamid (30 % w/v) 0,33 ml
Sammelgel-Puffer 0,27 ml
APS, 20 % 0,01 ml
TEMED 0,002 ml
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Substanz Volumen
H2O u. p. ad 2 ml
Trenngel
Bis-Acrylamid (30 % w/v) 1,25 ml
Trenngel-Puffer 1,35 ml
APS, 20 % 0,025 ml
TEMED 0,004 ml
H2O u. p. ad 5 ml
3.2.4 Bindungsstudie
Ein ELISA-basierter Versuchsaufbau wurde eingesetzt, um Rezeptor- (TLR9) Li-
ganden- (RNA/DNA-Hybrid) Interaktionen zu analysieren. Die aus HEK-Zellen auf-
gereinigten TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine wurden durch immobilisiertes Protein A
an „Maxisorp“-Platten gebunden. Die Bindung potentieller biotinylierter Liganden
(biotinylierte Nukleinsäuren) konnte durch ein Streptavidin-Meerrettichperoxidase-
Konjugat nachgewiesen werden. Da TLR im sauren endosomalen Kompartiment auf
ihre Liganden treffen, wurde für die Bindungsstudie ein Puffer mit pH 5,5 verwendet.
Kurzprotokoll
• Immobilisierung von Protein A ü. N. 4 ◦C
• Absättigung unspezifischer Bindungsstellen mit BSA-haltigem Blockpuffer für
1 h bei RT
• Zugabe des TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteines und anschließende Inkubation für
1,5 h bei RT
• Zugabe der biotinylierten Nukleinsäuren und Inkubation für 1,5 h bei RT
• Zugabe des Enzymkonjugates (Streptavidin-POD) und 30 min Inkubation bei
RT
• Zugabe der Substratlösung und Abstoppen der Reaktion nach ausreichendem
Farbumschlag mit 2 m H2SO4
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Protein A wurde in PBSdef verdünnt. Fusionsproteine, Nukleinsäuren und das En-
zymkonjugat wurden in Bindungspuffer verdünnt. Das Auftragsvolumen betrug 50 µl.
Das Abstoppen der Meerrettichperoxidasereaktion erfolgte mit 25 µl 2 m H2SO4.
Zwischen allen Schritten wurden die Platten dreimal mit 250 µl Bindungspuf-
fer/0,05 % Tween20 pro well gewaschen. Für die Substratlösung wurde eine o-Phenyl-
endiamin-Tablette (20 mg) in 20 ml Substratpuffer gelöst und anschließend 20 µl
30 % iges H2O2 hinzugegeben.
Im ELISA- Reader wurden die Absorptionswerte der einzelnen Proben bei 490 nm
und einer Referenzwellenlänge von 650 nm gemessen und anschließend mit den Pro-
grammen „SoftMax Pro V5“ und „SigmaPlot 10.0“ ausgewertet.
Tabelle 3.7: Weitere Angaben zur Durchführung der Bindungsstudie
Substanz Endkonzentration
Protein A 1 µg/ml
TLR-hIgG-Fc-Fusionsprotein 1 µg/ml
biotinylierte Nukleinsäure 0,5 µm, 0,1 µm,. . .
Enzymkonjugat Streptavidin-POD 0,1 U/ml
3.2.5 Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay (ELISA)
Der sogenannte „Sandwich“-ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, mit
dessen Hilfe Antigene über Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen und eine enzyma-
tische Farbreaktion nachgewiesen werden können. Mit Hilfe einer Kalibrierungskur-
ve ist es möglich, die genaue Antigenmenge zu bestimmen. In dieser Arbeit kamen
ELISA-basierte Systeme zum Nachweis verschiedener Antigene (Zytokine bzw. Inter-
ferone, Nukleinsäuren, Rezeptoren) und zur Untersuchung von Liganden-Rezeptor-
Bindungen zur Anwendung.
3.2.5.1 Zytokin-ELISA
Der Zytokin- bzw. Interferon-ELISA wurde verwendet, um Konzentrationen von
Zytokinen bzw. Interferonen in Zellüberständen zu messen.
Im ersten Schritt wurden Antikörper (Erst- oder Capture- Antikörper), die für
das entsprechende Antigen spezifisch sind, an die Oberfläche einer 96-well-Flach-
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bodenplatte „Maxisorp“ (Nunc) adsorbiert. Diese Platten sind aufgrund einer spe-
ziellen Polystyrolbeschichtung in der Lage die Erst-Antikörper zu binden. Durch
Inkubation der Erst-Antikörper mit den Zellüberständen der in vitro Stimulationen
kommt es zur Bindung des Antigens aus den Zellüberständen an die immobilisier-
ten Erst-Antikörper. Diese Antigene wiederum werden im Folgenden durch einen
Zweit-Antikörper detektiert. Der Zweit-Antikörper war entweder direkt mit dem
Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt, was einer direkten Markierung entspricht,
oder es erfolgte eine indirekte Markierung des Zweit-Antikörpers. Bei dieser wurde
anstelle des Enzyms das Vitamin Biotin an den Zweit-Antikörper gebunden, welches
wiederum durch ein Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat detektiert wurde.
Im letzten Schritt wurde die Substratlösung, die neben einem chromogenen Substrat
(o-Phenylendiamin) auch Wasserstoffperoxid enthielt, zugegeben. Die Meerrettich-
peroxidase setzt das Wasserstoffperoxid zu Wasser um, wobei das eigentlich farblose
Substrat als Elektronendonor dient, der im Verlauf der Reaktion zu einem farbigen
Reaktionsprodukt oxidiert wird. Die Reaktion wurde nach einer ca. 20-minütigen
Inkubation im Dunkeln mit 2 m H2SO4 abgestoppt. Der Farbumschlag wurde pho-
tometrisch detektiert.
Um eine quantitative Bestimmung des im Zellüberstand enthaltenen Zytokins
oder Interferons durchzuführen, wurde eine Standardreihe von elf Standards mit be-
kannter Antigenkonzentration hergestellt. Mit Hilfe dieser Standardreihe konnte eine
Kalibrierungskurve erstellt werden und somit war es möglich, die Konzentrationen
der Zytokine oder Interferone im Zellüberstand zu quantifizieren.
Im ELISA- Reader wurden die Absorptionswerte der einzelnen Proben bei 490 nm
und einer Referenzwellenlänge von 650 nm gemessen und anschließend mit den Pro-
grammen „SoftMax Pro V5“ und „SigmaPlot 10.0“ ausgewertet.
Es wurden ELISA für IFNα und IL-6 im humanen sowie für IFNα, IL-6, TNFα
und IP-10 im murinen System durchgeführt.
Die Verdünnung des Erst-Antikörpers erfolgte in PBSdef. Alle weiteren Antikör-
perlösungen und Standards wurden in Blockpuffer angesetzt. Das Auftragsvolumen
für Antikörperlösungen, Standards, Zellüberstände und Substratlösung betrug 50 µl
und das Abstoppen der Meerrettichperoxidasereaktion erfolgte mit 25 µl 2 m H2SO4.
Zwischen allen Schritten wurden die Platten dreimal mit 250 µl Waschpuffer/well
gewaschen und somit überschüssige Antikörper oder nicht gebundene Bestandteile
der Zellüberstände entfernt.
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Kurzprotokoll
• Immobilisierung der Erst-Antikörper ü. N. bei 4 ◦C oder bei RT
• Absättigung von freien unspezifischen Bindungsstellen der Erst-Antikörper mit
BSA-haltigem Blockpuffer für 1 h bei RT
• Auftragen der Standardreihe und der Zellüberstände mit anschließender Inku-
bation für 1-2 hbei RT
• Zugabe des Zweit-Antikörpers und Inkubation für 1-2 h bei RT
• Zugabe des Enzymkonjugates und Inkubation für 30 min bei RT
• Zugabe der Substratlösung und Abstoppen der Reaktion nach ausreichendem
Farbumschlag mit 2 m H2SO4
Tabelle 3.8: Weitere Angaben zur Durchführung der ELISA
IFNα, human
Erst-Antikörper anti-human IFNα coating antibody
[0,1 µg/ml]
1. Standard humanes IFNα [4 ng/ml]
Zweit-Antikörper, enzymkonjugiert anti-human IFNα monoclonal
antibody, HRP-conjugated (1:1000)
IL-6, human
Erst-Antikörper purified rat anti-human IL-6
[0,5 µg/ml]
1. Standard recombinant human IL-6 [10 ng/ml]
Zweit-Antikörper rat anti-human IL-6, biotinylated
[0,5 µg/ml]
Enzymkonjugat Streptavidin-POD [0,1 U/ml]
IFNα, murin
Erst-Antikörper rat monoclonal anti-mouse IFNα
(RMMA-1) [1 µg/ml]
1. Standard murines IFNα [500 U/ml]
Zweit-Antikörper rabbit polyclonal anti-mouse IFNα
[0,94 µg/ml]
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Enzymkonjugat Peroxidase-AffiniPure Goat
Anti-Rabbit IgG (H+L) [0,16 µg/ml]
IL-6, murin
Erst-Antikörper Mouse IL-6 MAb (Clone MP5-20F3),
Rat IgG1 [1 µg/ml]
1. Standard recombinant mouse IL-6 [10 ng/ml]
Zweit-Antikörper Mouse IL-6 Biotinylated Affinity
Purified PAb, Goat IgG [0,1 µg/ml]
Enzymkonjugat Streptavidin-POD [0,1 U/ml]
TNFα, murin
Erst-Antikörper goat anti-mTNFα [1 µg/ml]
1. Standard recombinant mTNFα[2 ng/ml]
Zweit-Antikörper biotinylated goat anti-mTNFα
[0,25 µg/ml]
Enzymkonjugat Streptavidin-POD [0,1 U/ml]
IP-10, murin
Erst-Antikörper rabbit anti-mIP-10 [0,5 µg/ml]
1. Standard recombinant mIP-10 [2 ng/ml]
Zweit-Antikörper biotinylated rabbit anti-mIP-10
[0,25 µg/ml]
Enzymkonjugat Streptavidin-POD [0,1 U/ml]
Für die Substratlösung wurde eine o-Phenylendiamin-Tablette (20 mg) in 20 ml
Substratpuffer gelöst und anschließend 20 µl 30 % iges H2O2 hinzugegeben.
3.2.5.2 Nukleinsäure-ELISA
Der in dieser Dissertation durchgeführte Nukleinsäure-ELISA diente der Kontrolle
der generierten RNA/DNA-Hybride. Er beruht auf dem wie unter 3.2.5.1 beschrie-
benen Prinzip des Zytokin- bzw. Interferon-ELISA.
Kurzprotokoll
• Immobilisierung von Streptavidin ü. N. bei 4 ◦C
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• Absättigung unspezifischer Bindungsstellen mit BSA-haltigem Blockpuffer für
1 h bei RT
• Auftragen der biotinmarkierten Nukleinsäuren mit anschließender Inkubation
für 1,5 h bei RT
• Zugabe des RNA/DNA-Hybrid spezifischen Antikörpers S9.6
• Zugabe des enzymkonjugierten Antikörpers goat anti-mouse IgG-POD
• Zugabe der Substratlösung und Abstoppen der Reaktion nach ausreichendem
Farbumschlag mit 2 m H2SO4
Um RNA/DNA-Hybride in Genomen (Mitochondrien, E.coli) nachzuweisen, wurden
die Genome immobilisiert und die RNA/DNA-Hybride durch den S9.6 Antikörper
nachgewiesen.
Streptavidin wurde in PBSdef verdünnt aufgetragen. Alle weiteren Nukleinsäure-
und Antikörperlösungen wurden in Blockpuffer angesetzt. Das Auftragsvolumen be-
trug generell 50 µl. Das Abstoppen der Meerrettichperoxidasereaktion erfolgte mit
25 µl 2 m H2SO4. Zwischen allen Schritten wurden die Platten dreimal mit 250 µl
Waschpuffer/well gewaschen. Im ELISA- Reader wurden die Absorptionswerte der
einzelnen Proben bei 490 nm und einer Referenzwellenlänge von 650 nm gemessen
und anschließend mit den Programmen „SoftMax Pro V5“ und „SigmaPlot 10.0“
ausgewertet.
Tabelle 3.9: Weitere Angaben zur Durchführung des Nukleinsäure-ELISA
Substanz Endkonzentration
Streptavidin 1 µg/ml
Nukleinsäure, biotinyliert 0,5 µm
S9.6 anti-RNA/DNA-Hybrid
Antikörper
2 µg/ml
mouse IgG 2 µg/ml
goat anti-mouse IgG HRP-conjugate 1:20 000
Für die Substratlösung wurde eine o-Phenylendiamin-Tablette (20 mg) in 20 ml
Substratpuffer gelöst und anschließend 20 µl 30 % iges H2O2 hinzugegeben.
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Es wurde keine Standardreihe mitgeführt. Die Konzentrationen der verwendeten
Nukleinsäuren war bekannt, deshalb wurden die OD-Werte zur Auswertung heran-
gezogen.
Das aufgetragene Volumen für die Antikörper- sowie die Substratlösungen betrug
50 µl und die enzymatische Reaktion wurde am Ende analog zum Zytokin-ELISA
mit 2 m H2SO4 abgestoppt.
3.2.5.3 TLR-hIgG-Fc-Fusionsprotein-ELISA
Zum Nachweis der rekombinanten TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine wurde ein ELISA-
basiertes System eingesetzt. Die Fusionsproteine wurden von stabil transfizierten
HEK-Zellen produziert und die lysierten Zellpellets analysiert [Rutz et al. 2004].
Kurzprotokoll
• Immobilisierung des Erst-Antikörpers ü. N. bei 4 ◦C
• Absättigung unspezifischer Bindungsstellen mit BSA-haltigem Blockpuffer für
1 h bei RT
• Auftragen der Proben und Inkubation für 1,5 h bei RT
• Zugabe des biotinylierten Zweit-Antikörpers mit anschließender Inkubation für
1,5 h bei RT
• Zugabe des Enzymkonjugates (Streptavidin-POD) und 30 min Inkubation bei
RT
• Zugabe der Substratlösung und Abstoppen der Reaktion nach ausreichendem
Farbumschlag mit 2 m H2SO4
Für die Substratlösung wurde eine o-Phenylendiamin-Tablette (20 mg) in 20 ml
Substratpuffer gelöst und anschließend 20 µl 30 % iges H2O2 hinzugegeben. Der Erst-
Antikörper wurde in PBSdef verdünnt aufgetragen. Alle weiteren Antikörperlösungen
wurden in Blockpuffer angesetzt. Das Auftragsvolumen betrug generell 50 µl. Das
Abstoppen der Meerrettichperoxidasereaktion erfolgte mit 25 µl 2 m H2SO4.
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Tabelle 3.10: Weitere Angaben zur Durchführung des Fc-ELISA
Substanz Bezeichnung [Endkonzentration]
Erst-Antikörper AffiniPure Goat-Anti-Human IgG, Fcy
Fragment Specific [1 µg/ml]
Zweit-Antikörper Biotin-SP-AffiniPure Goat
Anti-Human IgG, Fcy Fragment
Specific [0,06 µg/ml]
Enzymkonjugat Streptavidin-POD [0,1 U/ml]
Zwischen allen Schritten wurden die Platten dreimal mit 250 µl Waschpuffer/well
gewaschen.
Es wurde keine Standardreihe mitgeführt. Zur Auswertung wurden die OD-Werte
herangezogen.
Im ELISA- Reader wurden die Absorptionswerte der einzelnen Proben bei 490 nm
und einer Referenzwellenlänge von 650 nm gemessen und anschließend mit den Pro-
grammen „SoftMax Pro V5“ und „SigmaPlot 10.0“ ausgewertet.
3.3 Zellkultur
Zellkulturarbeiten wurden unter einer laminar flow Sterilbank der Sicherheitsstufe 2
durchgeführt. Alle benötigten Materialien sowie sämtliche Medien, Reagenzien und
Lösungen wurden ebenfalls unter sterilen Bedingungen hergestellt bzw. gehandhabt.
Die Kultivierung von Zellen in RPMI1640 sowie in Opti-MEM erfolgte bei 37 ◦C,
5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Die Zellkultivierung in DMEM hingegen bei
37
◦C, 7,5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Zentrifugationsschritte wurden in einer
Zentrifuge des Typs Heraeus Multifuge 1L-R durchgeführt.
3.3.1 Zellzählung
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer. Die in Ein-
zelzellsuspension befindlichen Zellen wurden entsprechend verdünnt, mit Trypan-
blau (Endkonzentration 0,25 %) versetzt und 10 µl dieser Lösung in eine Neubauer-
Zählkammer gegeben. Daraufhin wurden die lebenden Zellen in den vier äußeren
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Quadranten der Zählkammer unter dem Mikroskop gezählt. Die Zellzahl wurde wie
folgt berechnet:
Zellzahl
ml
=
Anzahl der gezählten Zellen·104·Verdünnungsfaktor
Quadrantenzahl
3.3.2 Isolation von Peripheral Blood Mononuclear Cells
Blut kann in Blutplasma und zelluläre Bestandteile gegliedert werden. Die zelluläre
Komponente beinhaltet die kernlosen Erythrozyten und Thrombozyten und außer-
dem kernhaltige Leukozyten. Zu den Leukozyten zählen neutrophile, basophile und
eosinophile Granulozyten, B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen und Monozyten. Mit Hil-
fe der Ficoll-Hypaque-Methode können die peripheren mononukleären Zellen (pe-
ripheral blood mononuclear cells, PBMC), zu welchen Lymphozyten, Monozyten,
NK- Zellen und in geringen Mengen auch dendritische Zellen gehören, isoliert wer-
den. Bei der Herstellung von Erythrozytenkonzentraten aus Vollblutspenden ent-
stehen sogenannte „Buffy-Coats“ als Nebenprodukt. Diese „Buffy-Coats“ wurden
aus der Abteilung für Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Gießen/Mar-
burg bezogen und dienten als Ausgangsmaterial für die Isolierung der peripheren
mononukleären Zellen nach oben genannter Methode. Die Ficoll-Hypaque-Methode
beruht auf einer Dichtegradientenzentrifugation. Da das verwendete Lymphozyten-
separationsmedium bei 20 ◦C eine Dichte von 1,079 g/ml besitzt, sammeln sich die
peripheren mononukleären Zellen, die eine geringere Dichte aufweisen, über dem Se-
parationsmedium an (Leukozytenring). Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen
hingegen besitzen eine größere Dichte als das Separationsmedium und befinden sich
dementsprechend nach der Zentrifugation am Boden des Röhrchens.
• Vorlegen von 13 ml Lymphozytenseparationsmedium in ein 50 ml Reaktions-
gefäß
• Überschichtung des Lymphozytenseparationsmediums mit 1/3 Volumen eines
„Buffy-Coats“
•  670 g, 30 min, 20 ◦C, ohne Bremse
• Verwerfen des Plasmas
• Abnehmen des Leukozytenringes und Überführung in zwei weitere 50 ml Re-
aktionsgefäße
• Auffüllen auf 50 ml mit kaltem PBSdef
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•  350 g, 10 min, 4 ◦C
• Resuspendieren und Vereinigen der Zellpellets in einem 50 ml Reaktionsgefäß
• Auffüllen auf 50 ml mit kaltem PBSdef
•  350 g, 10 min, 4 ◦C
• Aufnahme des Zellpellts in entsprechendem Volumen RPMI supp. PBMC
• Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer
Bis zur weiteren Verwendung wurde die Zellsuspension auf Eis aufbewahrt.
3.3.3 Präparation von murinem Knochenmark
Die Versuchsmäuse wurden durch zervikale Dislokation fachgerecht getötet, nachfol-
gend auf einem Präparationsbrett fixiert und mit 70 % igem Ethanol desinfiziert. Das
Präparationsbesteck wurde in 70 % igem Ethanol bereitgestellt, Proben und Medium
wurden kalt gehalten und steril gehandhabt. Das Knochenmark beider Hinterbeine
einer Maus wurde für die Kultivierung und Differenzierung verwendet. Dazu wur-
den Femora und Tibiae beider Hinterbeine von Haut und Muskeln befreit. Bei der
anschließenden Entnahme der Hinterbeine wurde stets darauf geachtet, dass die Epi-
physen der Knochen verschlossen blieben. Alle weiteren Schritte wurden unter einer
Sterilbank durchgeführt.
• Entfernung beider Epiphysen und Ausspülen des Knochenmarks mit Hilfe einer
24 G Kanüle und einer 10 ml Spritze
• Herstellung einer Einzelzellsuspension durch Resuspendieren mit einer 10 ml
Pipette
• Überführung der Einzelzellsuspension durch ein Zellsieb in ein 50 ml Reakti-
onsgefäß
•  300 g, 7 min, 4 ◦C
• Verwerfen des ÜS
• Aufnahme des Zellpellets in 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer mit anschließender
Inkubation für 7 min bei RT (osmotisches Zerplatzen der Erythrozyten)
• Zugabe von 5 ml Opti-MEM supp.
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•  300 g, 7 min, 4 ◦C
• Aufnahme des Zellpellets in 5ml Opti-MEM supp.
• Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer
Bis zur weiteren Verwendung wurde die Zellsuspension auf Eis aufbewahrt.
3.3.4 Kultivierung und Differenzierung von Flt3L-Kulturen
Unter Einfluss des Zellproliferations- und Differenzierungsfaktors Flt3L (Fms-like
tyrosine kinase 3 ligand) wurden murine Knochenmarkzellen in vitro zu einer Misch-
kultur aus konventionellen dendritischen Zellen (cDC) und plasmazytoiden dendri-
tischen Zellen (pDC) differenziert [Brasel et al. 2000].
Die Knochenmarkzellen (3.3.3) wurden an Tag 0 in einer Dichte von 1,5 x 106
Zellen/ml Opti-MEM supp. in Primaria Zellkulturschalen ausgesät. Pro Zellkultur-
schale wurden 10 ml Zellsuspension verwendet und diese mit Flt3L (Zellüberstand
von stabil Flt3L-exprimierenden CHO-Zellen) in einer Endverdünnung von 1:250
versetzt. Nach einer Kultivierungs- und Differenzierungsdauer von acht Tagen wur-
den die Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt, gewaschen ( 300 g, 7 min,
4
◦C) und in entsprechendem Volumen Opti-MEM supp. aufgenommen. Die Zellzahl
wurde mit Hilfe der Neubauerzählkammer (3.3.1) bestimmt. Im Anschluss wurde der
Differenzierungsstatus (Oberflächenmarker B220 und CD11c) der Zellen durchfluss-
zytometrisch überprüft. Bis zur weiteren Verwendung in Stimulationsexperimenten
oder Fluoreszenzfärbungen wurden die Zellen auf Eis aufbewahrt.
3.3.5 Stimulation von primären Zellen
Zur Untersuchung des immunstimulatorischen Potentials der RNA/DNA-Hybride
wurden Experimente mit humanen und murinen primären Zellen durchgeführt.
Die Stimulation von humanen PBMC erfolgte in 96-well Flachbodenplatten. Pro
well wurden 0, 3·106 Zellen in 100 µl Zellsuspension ausgesät. Murine Flt3L-Kulturen
wurden in 96-well Rundbodenplatten zu einer Zellzahl von 0, 2 · 106 Zellen in 100 µl
Zellsuspension ausplattiert. Stimulationen erfolgten in Doppelbestimmungen und
die jeweiligen Stimulationsansätze wurden in einem Volumen von 100 µl/well hinzu-
gegeben.
Die Zellen wurden mit RNA- und DNA-Einzelsträngen und den verschiedenen
RNA/DNA-Hybriden mit den angegebenen Molaritäten stimuliert.
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Um den Nukleinsäuren den Zugang zum endosomalen Kompartiment zu ermög-
lichen, wurde Dotap als liposomales Transfektionsreagenz verwendet. Dotap, ein ka-
tionisches Lipid, bildet mit negativ geladenen Nukleinsäuren spontan stabile Kom-
plexe aus, die von den Zellen aufgenommen werden können [Felgner et al. 1987;
Leventis et al. 1990].
Ansetzen einer 2 x konzentrierten Stimuluslösung
• Verdünnung des Stimulus zur jeweiligen Endkonzentration in Opti-MEM
• Zugabe des gleichen Volumens Dotap-MM (1:10 in Opti-MEM verdünnt) mit
anschließender Inkubation für 10 min bei RT
• Zugabe des gleichen Volumens des entsprechenden Kulturmediums
Als Positivkontrollen bzw. interne Standards dienten verschiedene TLR-Liganden:
Tabelle 3.11: Interne Standards/Positivkontrollen
TLR-Ligand Endkonzentration
CpG2216 PTO (TLR9) 1 µm
RNA40 PD (TLR7) 0,75 µm
CpG2216 wurde in Kulturmedium verdünnt. RNA40 wurde, wie die Nukleinsäu-
restimuli, mit Dotap komplexiert. Das jeweilige Medium, sowie das Transfektions-
reagenz wurden als Negativkontrollen mitgeführt.
Die stimulierten Zellen wurden für 20 h im Brutschrank bei 37 ◦C, 5 % CO2 und
95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Abnahme der Zellüber-
stände und deren weitere Analyse mittels ELISA (3.2.5.1) oder die intrazellulä-
re Fluoreszenzfärbung mit anschließender fluoreszenzmikroskopischer Untersuchung
(2.14). Die Archivierung der Überstände erfolgte bei −20 ◦C.
3.3.6 Retrovirale Infektion von primären Zellen
Primäre murine Immunzellen wurden durch Zentrifugation unter Verwendung von
Polybrene mit GFP-markierten murinen Retroviren infiziert. Flt3L-induzierte Kul-
turen von dendritischen Zellen wurden an Tag 5 der Differenzierung infiziert.
• Überführen der Zellen in 50 ml Reaktionsgefäße
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•  300 g, 7 min, 4 ◦C
• Aufnahme des Zellpellets in Kulturmedium
• Ermittlung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauerzählkammer
• Ausplattieren von 5 · 106 Zellen pro well einer 6-well Platte, Zugabe der GFP-
markierten murinen Retroviren, Zusetzen von 6 µg/ml Polybrene
•  400 g, 90 min, 32 ◦C
• Inkubation für weitere 3 Tage
An Tag 8 wurden sowohl der Differenzierungsstatus (3.4.1) als auch der Infekti-
onsstatus durchflusszytometrisch analysiert. Des Weiteren wurden die Zellen unter
Verwendung des anti-RNA/DNA-Hybrid spezifischen Antikörpers S9.6 auf vorhan-
dene RNA/DNA-Hybride untersucht (3.5).
3.3.7 Transfektion von primären Zellen mit cholesterolkon-
jugierten Nukleinsäuren
Im Rahmen dieser Dissertation wurden das Transfektionsvermögen, sowie das im-
munstimulatorisches Potential von cholesterolkonjugierter RNA40 untersucht und
mit der bekannten Dotap vermittelten Transfektionsmethode verglichen.
Die Experimente erfolgten im 96-well Format. Zellzahlen und Volumen wurden
analog zu 3.3.5 eingesetzt. Cholesterolkonjugierte RNA40 wurde entweder im ent-
sprechenden Kulturmedium verdünnt oder zum Vergleich mit Dotap komplexiert
(siehe auch 3.3.5). Sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen wurden standardmä-
ßig mitgeführt.
Die Zellen wurden mit cholesterolkonjugierter RNA40 (einzel- oder doppelsträn-
gig) in den jeweils genannten Molaritäten inkubiert. Zellüberstände wurden nach
20 h abgenommen und das Zytokin- bzw. Interferonprofil mittels ELISA (3.2.5.1)
analysiert. Des Weiteren wurde das Transfektionsvermögen unter Verwendung von
Alexa488-markierter, cholesterolkonjugierter RNA40 durchflusszytometrisch über-
prüft. Für die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen in FACS-Röhrchen
überführt und zusätzlich für spezifische Oberflächenmarker gefärbt (3.4.1).
3.3.8 Arbeiten mit Zelllinien
Das Passagieren der adhärenten HEK293-ZELLEN erfolgte zweimal wöchentlich.
Die Zellen wurden mit PBSdef gewaschen und mit 1 x Trypsin/EDTA abgelöst. An-
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schließend wurden die Zellen in DMEM supp. 10 % FCS aufgenommen und im ge-
wünschten Verhältnis passagiert.
3.4 Durchflusszytometrie
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können Zellen unter verschiedenen Gesichtspunk-
ten analysiert werden. Zum einen können Aussagen über die Zellgröße (forward scat-
ter (FSC))und die Zellgranularität (sideward scatter (SSC)) getroffen werden und
zum anderen ist es möglich, unter Verwendung fluoreszenzmarkierter Antikörper,
bestimmte Oberflächenmarker der Zellen oder auch intrazellulär befindliche Protei-
ne zu untersuchen. In Einzelzellsuspension befindliche Zellen werden an einem Laser
vorbeigeführt und die charakteristischen Lichtsignale, die von den Zellen in Ab-
hängigkeit ihrer Größe, Granularität und ihrer spezifischen Anfärbung ausgesendet
werden, werden von Detektoren gemessen.
3.4.1 Oberflächenfärbung für die Durchflusszytometrie
In dieser Arbeit kam die Färbung von Oberflächenmarkern zum Einsatz, um Zellen
bezüglich ihres Differenzierungsstatus zu untersuchen.
• Überführung von 0, 3 · 106 Zellen in ein FACS-Röhrchen
• Waschen der Zellen mit FACS-Puffer
• Abnahme des ÜS
• Zugabe des Fc-Blocks mit anschließender Inkubation für 7 min bei 4 ◦C
• Zugabe der Antikörper-Lösung mit anschließender Inkubation für 30 min bei
4
◦C im Dunkeln
• zweimaliges Waschen der Zellen mit FACS-Puffer
• Aufnahme des Zellpellets in 200 µl FACS-Puffer
Fc-Block und Antikörper-Lösungen wurden in FACS-Puffer verdünnt. Die Messung
der Zellen erfolgte an einem Durchflusszytometer vom Typ „FACS Calibur“ unter
Verwendung von „Cell Quest Pro“ (BD). Die aus der Messung resultierenden Daten
wurden mit dem Programm „FlowJo“ ausgewertet.
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Tabelle 3.12: Weitere Angaben zur Durchführung der Oberflächenfärbungen
Antikörper Endkonzentration
Fc-Block, rat 5 µg/ml
rat anti-mouse B220, FITC 0,5 µg/ml
rat anti-mouse CD11c, APC 0,2 µg/ml
3.5 Immunfluoreszenzfärbung
Sowohl retroviral infizierte Zellen (3.3.6) als auch mit synthetischen RNA/DNA-
Hybriden transfizierte Zellen (3.3.5) wurden mit Hilfe des RNA/DNA-Hybrid-spe-
zifischen Antikörpers S9.6 analysiert. Retroviral infizierte Zellen konnten somit auf
RNA/DNA-Hybride als Replikationsintermediate untersucht werden und für die mit
synthetischen Hybriden transfizierte Zellen konnte eine Aussage über die intrazellu-
läre Stabilität der Hybride getroffen werden.
• Überführen der Zellen in FACS-Röhrchen
•  300 g, 7 min, 4 ◦C
• Verwerfen des ÜS
• Fixierung der Zellen mit 2 % iger Paraformaldehyd-Lösung für 20 min bei RT
• zweimaliges Waschen der Zellen mit PBSdef
• Permeabilisierung der Zellen mit Saponinpuffer (1 % BSA, 0,5 % Saponin in
PBSdef) für 1 h bei RT
• Zugabe des S9.6-Antikörpers mit anschließender Inkubation für 1 h bei 4 ◦C
im Dunkeln
• dreimaliges Waschen der Zellen mit Saponinpuffer
• Zugabe von DAPI und Zugabe des fluoreszenzmarkierten Zweit-Antikörpers
mit anschließender Inkubation für 1 h bei 4 ◦C im Dunkeln
• dreimaliges Waschen der Zellen mit Saponinpuffer
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• Waschen mit PBSdef
• Aufbringen der Zellen auf einen Objektträger mit Hilfe der Zytozentrifugation
• Eindeckeln der Zellen mit Mowiol
Die Objektträger wurden bei 4 ◦C im Dunkeln gelagert.
Tabelle 3.13: Weitere Angaben zur Durchführung der Immunfluoreszenzfärbungen
Antikörper Endkonzentration
S9.6 anti-RNA/DNA-Hybrid
Antikörper (mIgG2a)
2 µg/ml
goat anti-mouse IgG, Alexa568 6,7 µg/ml
DAPI 0,1 µg/ml
3.6 Mitochondrienaufreinigung aus HEK-Zellen
Zur Analyse des immunstimulatorischen Potentials mitochondrialer Genome, wel-
che RNA/DNA-Hybrid-Strukturen aufweisen, wurden zunächst Mitochondrien aus
HEK-Zellen isoliert.
Nach der Überführung der HEK-Zellen in Reaktionsgefäße wurden sämtliche
Schritte auf Eis durchgeführt.
• Überführung der HEK-Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefäße
•  300 g, 7 min, 4 ◦C
• Verwerfen des ÜS
• Resuspendieren des Zellpellets in PBSdef
•  300 g, 7 min, 4 ◦C
• Aufnahme der Zellen in IBc-Puffer
• Zellsuspension mit Hilfe eines Glaspotters und eines Teflonmörsers homogeni-
sieren
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• Überführung des Homogenisates in 15 ml Reaktionsgefäße
•  600 g, 10 min, 4 ◦C
• Abnahme des ÜS und Überführung in 1,5 ml Reaktionsgefäße
•  7000 g, 10 min, 4 ◦C
• Verwerfen des ÜS
• Aufnahme des Pellets in IBc-Puffer
•  7000 g, 10 min, 4 ◦C
• Resuspendieren des Pellets in IBc-Puffer und Zugabe von RNase, DNase-free
(1:100)
• Suspension auf vorbereiteten Sucrose-Gradienten (1,5 m und 1 m Sucrose in
SW41 Zentrifugenröhrchen) schichten
•  50 000 g, 2 h, 4 ◦C
• Abnahme der Interphase mit Hilfe einer 10 ml Spritze und einer 21 G Kanüle
• Zugabe desselben Volumens IBc-Puffer
•  10 000 g 10 min, 4 ◦C
Die Mitochondrien wurden anschließend verdaut und ihre Genome aufgereinigt (3.1.3).
Kapitel 4
Ergebnisse
Der Ergebnisteil ist in zwei Themenschwerpunkte untergliedert. Im ersten Teil
werden RNA/DNA-Hybride als neue Liganden, die eine Immunantwort über TLR9
induzieren, dargestellt. Der zweite Teil befasst sich mit der potentiellen Verwendung
von cholesterolgekoppelter RNA40 als Adjuvans.
4.1 Die Rolle von RNA/DNA-Hybriden in der
angeborenen Immunität
Um das immunstimulatorische Potential von RNA/DNA-Hybriden zu analysieren,
wurden sowohl humane PBMC als auch murine Wildtyp und TLR-defiziente Flt3L-
differenzierte dendritische Zellen (Flt3L-DC) mit den verschiedenen Hybriden sti-
muliert. RNA/DNA-Hybride wurden intrazellulär fluoreszenzmikroskopisch mit Hil-
fe des anti-RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers S9.6 nachgewiesen. Für die
Experimente wurden Sequenzen aus dem lytischen Replikationsursprung (oriLyt)
des humanen Zytomegalievirus (HCMV) und aus dem Polypurintrakt (PPT) des hu-
manen Immundefizienzvirus (HIV) verwendet. Des Weiteren wurde eine Bindungs-
studie durchgeführt, um die spezifische Interaktion zwischen RNA/DNA-Hybriden
und TLR9 zu verifizieren.
4.1.1 Synthetische RNA/DNA-Hybride induzieren eine Im-
munantwort in humanen PBMC
Das immunstimulatorische Potential von RNA/DNA-Hybriden wurde zunächst im
humanen System untersucht. Die Sequenzen der RNA/DNA-Hybride sind Abbil-
dung 4.1 zu entnehmen. Es handelt sich um Originalsequenzen der viralen Geno-
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me des humanen Zytomegalievirus (HCMV) und des humanen Immundefizienzvirus
(HIV). Es wurden zwei Sequenzen aus dem lytischen Replikationsursprung (oriLyt)
des HCMV (RNA/DNA-Hybrid CMV27 und RNA/DNA-Hybrid CMV63) und ei-
ne Sequenz aus dem Polypurintrakt des HIV (RNA/DNA-Hybrid HIVPPT) aus-
gewählt [Anders et al. 1992; Powell et al. 1996; Prichard et al. 1998]. Die Länge
der RNA/DNA-Hybride beträgt 19 Basenpaare (bp) für Hybrid CMV27, 20 bp für
Hybrid CMV63 und 18 bp für Hybrid HIVPPT.
(a) Hybrid CMV27
5’ CCCGGGCAGGGUGGCGGGA 3’
3’ GGGCCCGTCCCACCGCCCT 5’
(b) Hybrid CMV63
5’ AGGGCGGACGGAGGGCGGGA 3’
3’ TCCCGCCTGCCTCCCGCCCT 5’
(c) Hybrid HIVPPT
5’ UAAAAGAAAAGGGGGGAC 3’
3’ ATTTTCTTTTCCCCCCTG 5’
Abbildung 4.1: Sequenzen der RNA/DNA-Hybride mit zugehörigen komple-
mentären ssRNA (schwarz) und ssDNA (blau). Die RNA/DNA-Hybride CMV27
(a) und CMV63 (b) stammen aus dem lytischen Replikationsursprung des HCMV, das
RNA/DNA-Hybrid HIVPPT (c) stammt aus dem Polypurintrakt des HIV.
Komplementäre einzelsträngige (ss) RNA- und DNA-Phosphodiesteroligonukleo-
tide wurden in äquimolaren Verhältnissen zu Doppelsträngen hybridisiert (3.1.5).
Die Bildung von RNA/DNA-Hybriden wurde mit Hilfe der nichtdenaturierenden
Polyacrylamidgelelektrophorese (3.1.7), der Schmelzkurvenanalyse (3.1.6) und unter
Verwendung des RNA/DNA-Hybrid spezifischen Antikörpers S9.6 in einem ELISA-
basierten System (3.2.5.2) überprüft.
In der nichtdenaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese zeigten alle herge-
stellten RNA/DNA-Hybride eine effektive Hybridisierung, welche durch ein einheit-
liches Bandenmuster mit geringen Kontaminationen von ssRNA oder ssDNA ge-
kennzeichnet war (Abbildung 4.2). RNA/DNA-Hybride als doppelsträngige Nukle-
insäuren zeigten im Vergleich zu den korrespondierenden Einzelsträngen eine höher
molekulare Bande. Die einzelsträngige RNA HIVPPT wies zwei Banden auf. Da die
höher molekulare Bande nach erfolgter Hybridisierung nicht mehr vorhanden war,
handelte es sich vermutlich um eine Sekundärstruktur der ssRNA HIVPPT.
Des Weiteren wurde die Hybridisierung unter Verwendung des anti-RNA/DNA-
Hybrid-spezifischen Antikörpers S9.6 validiert (3.2.5.2). Mit Hilfe dieses Antikör-
pers konnte eindeutig gezeigt werden, dass RNA/DNA-Hybride generiert wurden.
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2   RNA
3   DNA
4   RNA/DNA-Hybrid
CMV27 CMV63 HIVPPT
Abbildung 4.2: Analyse der Hybridisierungsreaktionen mit Hilfe der nicht-
denaturierenden PAGE. 300 ng der entsprechenden Nukleinsäuren wurden auf ein
15 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Detek-
tion der Nukleinsäuren erfolgte mit SybrGold. Repräsentativ für fünf unabhängige Hybri-
disierungsreaktionen.
Wie Abbildung 4.3a für Hybrid CMV27 zeigt, wurde ausschließlich das RNA/DNA-
Hybrid und nicht die korrespondierenden ssRNA und ssDNA durch den S9.6 An-
tikörper detektiert. Die Isotypkontrolle zeigte keinerlei Bindung an Nukleinsäuren.
Abbildung 4.3b zeigt den Nachweis der Hybride CMV27, CMV63 und HIVPPT mit
Hilfe des S9.6 Antikörpers. Zur Kontrolle wurden hier nur die jeweiligen ssDNA
mitgeführt, da nur diese im RNA/DNA-Hybrid eine Biotinmarkierung besaßen und
somit zur Immobilisierung über Streptavidin an der ELISA-Platte beitrugen.
Um das immunstimulatorische Potential der Phosphodiester RNA/DNA-Hybride
in Zellsystemen zu charakterisieren, müssen diese und ssRNA40 als Kontrollstimu-
lus (TLR7-Ligand) mit dem kationischen Transfektionsreagenz Dotap komplexiert
werden (3.3.5). Dadurch wird die zelluläre Aufnahme der Nukleinsäuren forciert
und gleichzeitig vor allem ssRNA, welche höchst anfällig für den enzymatischen
Abbau durch Nukleasen ist, geschützt [Capaccioli et al. 1993]. Der TLR9-Ligand
CpG2216 wurde als weiterer Kontrollstimulus verwendet. Als Typ A CpG DNA be-
sitzt CpG2216 am 3’-Ende einen Poly-G-Strang, welcher über Phosphothioatbin-
dungen verknüpft ist. Somit wird zum einen die zelluläre Aufnahme vermittelt und
zum anderen eine Resistenz gegen den enzymatischen Abbau durch Nukleasen ge-
währleistet.
Die Komplexierung der Stimuli mit Dotap führt außerdem primär zu einer Trans-
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Abbildung 4.3: Verifizierung generierter RNA/DNA-Hybride. Die Generierung
von RNA/DNA-Hybriden wurde in einem ELISA-basierten System unter Verwendung des
anti-RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers S9.6 verifiziert. Biotin-markierte Nukle-
insäuren wurden über die Bindung an Streptavidin immobilisiert und RNA/DNA-Hybride
über den S9.6 Antikörper und einen peroxidasekonjugierten Detektionsantikörper nachge-
wiesen. Repräsentativ für fünf unabhängige Experimente.
fektion in das endosomale Zellkompartiment, in welchem vor allem TLR3, TLR7,
TLR8 und TLR9 exprimiert werden [Yasuda et al. 2005]. Aufgrund dessen wurden
die RNA/DNA-Hybride in der Schmelzkurvenanalyse sowohl unter physiologischen
(pH 7,4) als auch unter endosomalen (pH 5,5) Bedingungen untersucht (3.1.6). Die
Schmelztemperaturen aller RNA/DNA-Hybride lagen deutlich über 37 ◦C, wodurch
gezeigt werden konnte, dass keine temperaturbedingte Dissoziation der Doppelsträn-
ge während der Inkubationszeiten der Stimulationsexperimente erfolgte. Des Wei-
teren konnte ausgeschlossen werden, dass ein pH-Wert von 5,5, wie er im endo-
somalen Kompartiment vorliegt, eine Dissoziation der Doppelstränge bewirkt, da
die Schmelztemperaturen für beide pH-Bedingungen nahezu identisch waren (siehe
Abbildung 4.4).
Die Stimulation von humanen PBMC (3.3.2), welche in erster Linie Lymphozy-
ten, Monozyten, NK-Zellen aber auch pDC beinhalten, erfolgte in einer Titration
der Stimulationskonzentrationen über vier Stufen von 2 µm bis 0,031 µm. Während
die TLR-Liganden RNA40 (TLR7-Ligand) und CpG2216 (TLR9-Ligand) als Po-
sitivkontrollen dienten, wurden unstimulierte Zellen und Dotap ohne komplexierte
Nukleinsäuren als Negativkontrollen mitgeführt. Die Analyse der Zellüberstände im
Zytokin- bzw. Interferon-ELISA erfolgte nach 20-stündiger Inkubation (3.2.5.1).
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Abbildung 4.4: RNA/DNA-Hybride sind sowohl unter aziden Bedingungen als
auch bei Temperaturen über 37 ◦C stabil. 5 µg mit SybrGold gefärbte RNA/DNA-
Hybride wurden der Schmelzkurvenanalyse unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4)
und unter endosomalen Bedingungen (pH 5,5) unterzogen. Repräsentativ für fünf unab-
hängige Experimente.
Ergebnisse 72
Es konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten RNA/DNA-Hybride (Hybrid
CMV27, Hybrid CMV63, Hybrid HIVPPT) in humanen PBMC zur Induktion ei-
ner antiviralen IFNα-vermittelten Immunreaktion führen. Die korrespondierende
ssDNA der synthetischen RNA/DNA-Hybride führte zwar ebenfalls zur Sezernierung
von IFNα, jedoch in geringerem Ausmaß. Bei den verwendeten niedrigeren Kon-
zentrationen zeigte sich eine deutlich stärkere IFNα-Induktion durch RNA/DNA-
Hybride im Vergleich zur Induktion durch ssDNA. Die korrespondierende ssRNA
führte nicht zur Produktion von IFNα (Abbildung 4.5a). Diese Tatsachen zeigten
zusätzlich, dass ssDNA- oder ssRNA-Kontaminationen innerhalb der Hybridpräpa-
rationen nicht für den beobachteten Stimulationseffekt verantwortlich sein konnten.
Die Induktion einer proinflammatorischen, durch die Sekretion von IL-6 gekenn-
zeichneten Immunantwort konnte nicht nachgewiesen werden. Abbildung 4.5b zeigt
die IL-6 Produktion exemplarisch für die Stimulationskonzentration von 0,5 µm. Le-
diglich ssRNA HIVPPT führte zur Ausschüttung von IL-6.
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Abbildung 4.5: Synthetische RNA/DNA-Hybride induzieren eine antivirale
Immunantwort in humanen PBMC. Humane PBMC wurden mit verschiedenen Nu-
kleinsäurekonzentrationen ((a) 2 µm, 0,5 µm, 0,125 µm, 0,031 µm; (b) 0,5 µm) stimuliert.
RNA/DNA-Hybride (schwarze Balken), ssRNA (weiße Balken) und ssDNA (dunkelgraue
Balken) wurden mit Dotap komplexiert. 0,75 µm mit Dotap komplexierte ssRNA40 und
1 µm CpG2216 wurden als Positivkontrollen mitgeführt. Die Zytokinausschüttung wurde
nach 20-stündiger Inkubation mittels ELISA analysiert. Repräsentativ für zwei unabhän-
gige Spender.
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4.1.2 TLR9 detektiert synthetische RNA/DNA-Hybride
Im humanen System konnte gezeigt werden, dass die RNA/DNA-Hybride CMV27,
CMV63 und HIVPPT eine primär durch die Sezernierung von IFNα gekennzeich-
nete antivirale Immunantwort auslösen. Da plasmazytoide dendritische Zellen als
Hauptproduzenten von IFNα gelten, wurden im murinen System Flt3L-Kulturen,
welche zu einem Großteil aus pDC bestehen, generiert. Aufgrund der Komplexie-
rung der Stimuli mit dem kationischen Transfektionsreagenz Dotap, welches Nukle-
insäuren in erster Linie in das endosomale Kompartiment transfiziert, lag es nahe,
dass endosomal lokalisierte TLR für die Detektion von RNA/DNA-Hybriden in Be-
tracht kamen. Es wurden Flt3L-DC aus TLR9-defizientem- und zur Kontrolle aus
C57BL/6-Wildtyp-Knochenmark generiert und mit den entsprechenden Nuklein-
säuren stimuliert. Des Weiteren erfolgte ein fluoreszenzmikroskopischer intrazellu-
lärer Nachweis von intakten RNA/DNA-Hybriden und die spezifische Bindung von
RNA/DNA-Hybriden an TLR9 wurde in einem ELISA-basierten System verifiziert.
Die Knochenmarkzellen der C57BL/6-Wildtyp und TLR9-defizienten Mäuse wur-
den nach achttägiger Flt3L-induzierter Differenzierung (3.3.4) durchflusszytome-
trisch auf die Expression der pDC-spezifischen Oberflächenmarker B220 und CD11c
untersucht (3.4.1). Der Anteil der lebenden Zellen betrug zwischen 50 % und 60 %.
Innerhalb der lebenden Zellen differenzierten ca. 60%˙ zu B220+/CD11c+ pDC und
etwa 16 % der Zellen zu B220-/CD11c+ cDC (Abbildung 4.6).
Die Stimulation der Flt3L-DC erfolgte in einer Titration der Stimulationskon-
zentrationen über drei Stufen von 2 µm bis 0,125 µm. Die Analyse der Interferon-
bzw. Zytokinspiegel erfolgte nach 20-stündiger Inkubation. Sowohl die Sequenzen als
auch die Überprüfungen der Hybridisierungsreaktionen sind Abschnitt 4.1.1 zu ent-
nehmen. Die TLR-Liganden RNA40 (TLR7-Ligand) und CpG2216 (TLR9-Ligand)
dienten als Positivkontrollen bzw. Knockout-Status-Kontrollen der murinen Zellen.
Unstimulierte Zellen und Dotap ohne komplexierte Nukleinsäuren wurden als Nega-
tivkontrollen mitgeführt.
Wie auch im humanen System induzierten alle RNA/DNA-Hybride (Hybrid
CMV27, Hybrid CMV63 und Hybrid HIVPPT) die Produktion von IFNα. Die Er-
kennung der RNA/DNA-Hybride erfolgt durch TLR9, da TLR9-defiziente Flt3L-DC
nicht mit einer Interferonausschüttung auf Stimulation mit RNA/DNA-Hybriden
reagierten (Abbildung 4.7a). Auch für das murine System konnte eine IFNα-Induk-
tion durch die korrespondierenden ssDNA beobachtet werden. Die durch RNA/DNA-
Hybride induzierten Interferonspiegel lagen jedoch auf einem deutlich höheren Ni-
veau als diejenigen durch ssDNA induzierten. Einzelsträngige RNA hingegen führten
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 TLR9 -/-
Abbildung 4.6: Analyse des Differenzierungsstatus der Flt3L-DC. Die Flt3L-
induzierte Differenzierung der Wt- und TLR9-defizienten-Knochenmarkzellen wurde
durchflusszytometrisch anhand der pDC-spezifischen Oberflächenmarker B220 und CD11c
überprüft. Repräsentativ für fünf unabhängige Experimente.
auch im murinen System zu keiner IFNα-Ausschüttung.
Im murinen System war außerdem die Induktion einer proinflammatorischen Im-
munantwort durch RNA/DNA-Hybride zu beobachten. RNA/DNA-Hybride indu-
zierten die Ausschüttung des Zytokins TNFα (Abbildung 4.7b). Die Einleitung der
proinflammatorischen Immunreaktion erfolgte ebenfalls in Abhängigkeit von TLR9
und die korrespondierende ssDNA führte auch zur Ausschüttung von TNFα. Ana-
log zur antiviralen IFNα-Induktion lagen die durch RNA/DNA-Hybride induzierten
Zytokinspiegel über dem Niveau der durch ssDNA induzierten TNFα-Spiegel.
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Abbildung 4.7: RNA/DNA-Hybrid-induzierte Zytokinausschüttung in Abhän-
gigkeit von TLR9. Wt und TLR9-defiziente Flt3L-DC wurden mit verschiedenen Nu-
kleinsäurekonzentrationen (2 µm, 0,5 µm und 0,125 µm) stimuliert. RNA/DNA-Hybride
(schwarze Balken), ssRNA (weiße Balken) und ssDNA (dunkelgraue Balken) wurden mit
Dotap komplexiert. 0,75 µm mit Dotap komplexierte ssRNA40 und 1 µm CpG2216 wurden
als Kontrollen mitgeführt. Die Analyse der Zytokin- bzw. Chemokinspiegel für IFNα (a),
TNFα (b) und IP-10 (c) erfolgte nach 20-stündiger Inkubation mittels ELISA. Repräsen-
tativ für zwei unabhängige Experimente.
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Die Analyse des Chemokins IP-10 zeigte, dass sowohl RNA/DNA-Hybride als
auch die korrespondierenden ssRNA und ssDNA dessen Ausschüttung bewirkten.
RNA/DNA-Hybride induzierten im Vergleich zu ssDNA vergleichbare Mengen des
Chemokins, ssRNA induzierte die geringsten Mengen IP-10 (siehe Abbildung 4.7c).
Die Produktion von IP-10 erfolgte ebenfalls in Abhängigkeit von TLR9.
Um intakte RNA/DNA-Hybride in Flt3L-DC intrazellulär nachzuweisen, wurde
das Hybrid CMV27 nach erfolgter Transfektion (3.3.5) mit dem RNA/DNA-Hybrid-
spezifischen Antikörper S9.6 gefärbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert (3.5).
Nicht-transfizierte, ssRNA-transfizierte und ssDNA-transfizierte Zellen dienten der
Kontrolle. Während die Kontrollzellen lediglich eine Kernfärbung zeigten, konnte das
Hybrid CMV27 eindeutig als punktuelle Färbung, welche ein Hinweis auf endosomale
Akkumulation darstellt, detektiert werden (siehe Abbildung 4.8).
Kontrolle
Detektionsantikörper
Kontrolle
keine Nukleinsäure
Hybrid CMV27 RNA DNA
Abbildung 4.8: Intrazelluläre Detektion von synthetischen RNA/DNA-
Hybriden. Wt Flt3L-DC wurden mit RNA/DNA-Hybrid CMV27, entsprechender ssRNA
und ssDNA mit Hilfe von Dotap in einer Konzentration von 0,5 µm transfiziert. Nach
30-minütiger Inkubation wurden RNA/DNA-Hybride in den fixierten und permeabili-
sierten Zellen durch den anti-RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörper S9.6 und einem
Alexa568-markierten Detektionsantikörper nachgewiesen (rot). Zellkerne wurden mit DA-
PI gefärbt (blau). Die Aufnahme der Immunfluoreszenzen erfolgte mittels konfokaler Mi-
kroskopie. Repräsentativ für vier unabhängige Experimente.
Wie beschrieben, erfolgt die Detektion der RNA/DNA-Hybride durch TLR9. Die
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direkte Bindung des Hybrids an die rekombinante extrazelluläre Domäne des muri-
nen TLR9 wurde zusätzlich mit Hilfe eines ELISA-basierten Systems belegt (3.2.5.3).
Die rekombinante extrazelluläre Domäne des murinen TLR2 fungierte als Kontrolle.
Zunächst wurden TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine aus Zelllysaten stabil transfizierter
Zellen über eine Protein A-Säule affinitätschromatographisch aufgereinigt (3.2.1).
Die Proteinkonzentrationen der aufgereinigten TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine wur-
den mittels BCA-Assay bestimmt und deren Reinheit anschließend mittels dena-
turierender SDS-PAGE analysiert (3.2.3). Für mTLR2 zeigte sich eine eindeutige
Bande für eine Proteingröße von 100 kDa und für mTLR9 für eine Proteingröße von
150 kDa (siehe Abbildung 4.9) [Rutz et al. 2004].
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Abbildung 4.9: Analyse der säulenchromatographisch aufgereinigten TLR-
hIgG-Fc-Fusionsproteine mittels denaturierender SDS-PAGE. 5 µg der entspre-
chenden TLR-hIgG-Fc-Fusionsproteine wurden auf ein 7,5 % iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit
Coomassie-Lösung. Repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.
Da es sich jeweils um mit dem humanen IgG1-Fc fusionierte Proteine handelte,
konnten die Fusionsproteine mittels Protein A an eine ELISA-Platte gebunden wer-
den. Biotinylierte-Oligonukleotide wurden wiederum durch peroxidasegekoppeltes
Streptavidin nachgewiesen. Um die Bindungsstärke des Hybrides an den Rezeptor
zu verstärken, wurden RNA und DNA mit einer Läge von 43 Nukleotiden verwendet
(Hybrid MuLV43). Es handelt sich um eine Sequenz aus dem gag-Gen des murinen
Leukämievirus (Abbildung 4.10).
Eine konzentrationsabhängige Bindung des RNA/DNA-Hybrides MuLV43 an
den murinen TLR9 konnte mit Hilfe dieses Systems nachgewiesen werden. Wie zu
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Hybrid MuLV43
5’ CUGCAUUGAUUGAAUCUGUCCUCACCACCCACCAGCCCACCUG 3’
3’ CAGGTGGGCTGGTGGGTGGTGAGGACAGATTCAATCAATGCAG 5’
Abbildung 4.10: Sequenz des RNA/DNA-Hybrids MuLV43 mit zugehörigen
komplementären ssRNA (schwarz) und ssDNA (blau). Das RNA/DNA-Hybrid
MuLV43 stammt aus dem gag-Gen des murinen Leukämievirus.
erwarten, bindet ssRNA nicht an TLR9, ssDNA hingegen zeigt eine starke Bindung
(Abbildung 4.11). Weder ssRNA, ssDNA noch das Hybrid zeigten eine deutliche
Interaktion mit dem murinen TLR2. Diese Beobachtung stärkt noch einmal die
Spezifität der Interaktion von ssDNA und RNA/DNA-Hybriden mit TLR9.
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Abbildung 4.11: RNA/DNA-Hybride binden spezifisch an die extrazelluläre
Domäne von mTLR9. Immobilisierte mTLR2- und mTLR9-Fusionsproteine wurden
mit verschiedenen Konzentrationen (0,5 µm, 0,1 µm, 0,02 µm, 0,004 µm und 0,0008 µm) von
3’-biotinylierten Nukleinsäuren (RNA/DNA-Hybrid, ssRNA, ssDNA) inkubiert. An TLR
gebundene Nukleinsäuren wurden mit Hilfe eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugates vi-
sualisiert. Repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
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4.1.3 RNA/DNA-Hybride des HCMV-Genoms sind für die
Induktion einer Immunreaktion nicht ausschließlich
verantwortlich
Um das immunstimulatorischen Potential von RNA/DNA-Hybriden weitergehend
zu analysieren, wurde im Folgenden das virale HCMV-Genom untersucht. Wie be-
reits beschrieben, besitzt das HCMV-Genom äußerst stabile RNA/DNA-Hybrid-
strukturen innerhalb des oriLyt [Anders et al. 1992; Prichard et al. 1998]. Wildtyp
Flt3L-DC wurden mit viralem HCMV-Genom und BAC (bacterial artificial chromo-
some) DNA, welche das virale HCMV-Genom ohne RNA/DNA-Hybridstrukturen
enthält, im Komplex mit Dotap stimuliert. Sowohl das virale HCMV-Genom als auch
die BAC DNA wurden von Prof. Dr. med. Hartmut Hengel, Universität Freiburg,
zur Verfügung gestellt. Die Titration der Konzentrationen erfolgte über vier Stufen
(10 µg/ml, 2 µg/ml, 0,4 µg/ml, 0,08 µg/ml) und die IFNα-Ausschüttung wurde nach
20-stündiger Inkubation mittels ELISA bestimmt.
Es konnte kein Unterschied im immunstimulatorischen Potential von viralem
HCMV-Genom im Vergleich zu BAC DNA nachgewiesen werden (Abbildung 4.12).
RNA/DNA-Hybridstrukturen innerhalb des HCMV-Genoms sind daher nicht aus-
schließlich für die Einleitung einer Immunreaktion verantwortlich.
4.1.4 RNA/DNA-Hybride des Mitochondrien-Genoms sind
für die Induktion einer Immunantwort nicht essentiell
Bisher konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigt werden, dass RNA/DNA-
Hybride eine Immunantwort über TLR9 induzieren. Im mitochondrialen Genom
(mtGenom) wurde in der Literatur ein stabiles RNA/DNA-Hybrid (R-Loop) am
Ursprung der Leitstrang-DNA-Replikation beschrieben. Des Weiteren wurde mtD-
NA als endogener Ligand für TLR9 identifiziert [Clayton 2000; Oka et al. 2012].
Unter Verwendung eines ELISA-basierten Systems (3.2.5.2) wurden mit Hilfe des
anti-RNA/DNA-Hybrid-Antikörpers S9.6 RNA/DNA-Hybride innerhalb des mito-
chondrialen Genoms nachgewiesen. Verschiedene Konzentrationen des mtGenoms
(5 µg/ml, 1,25 µg/ml und 0,3125 µg/ml) wurden auf einer ELISA-Platte immobi-
lisiert und über den S9.6 Antikörper, sowie einen peroxidasegekoppelten Detek-
tionsantikörper, konnten RNA/DNA-Hybride visualisiert werden. Der erfolgreiche
RNase H-Verdau (2,5 U/10 µg Nukleinsäure) konnte ebenfalls über dieses System
nachgewiesen werden und es konnte verifiziert werden, dass LR PCR-Produkte tat-
sächlich keine RNA/DNA-Hybride enthielten. Ein synthetisches RNA/DNA-Hybrid
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Abbildung 4.12: RNA/DNA-Hybride innerhalb des HCMV-Genoms sind für
die Induktion einer Immunantwort nicht ausschließlich verantwortlich. Wt
Flt3L-DC wurden mit HCMV-Genomen und BAC DNA in verschiedenen Konzentratio-
nen (10 µg/ml, 2 µg/ml, 0,4 µg/ml, 0,08 µg/ml) mit Dotap komplexiert stimuliert. 1 µm
CpG2216 wurde als Positivkontrollen mitgeführt. IFNα-Spiegel in den Zellüberständen
wurden nach 20-stündiger Inkubation mittels ELISA bestimmt.
wurde als Positivkontrolle mitgeführt (siehe Abbildung 4.13a).
Um den Einfluss mitochondrialer RNA/DNA-Hybride auf den immunstimulato-
rischen Effekt des mtGenoms zu analysieren, wurden C57BL/6-Wildtyp und TLR9-
defiziente Flt3L-DC mit aufgereinigten mtGenomen (3.1.3) stimuliert. Die Titrati-
on der Stimulationskonzentrationen erfolgte von 10 µg/ml über drei Stufen bis auf
0,4 µg/ml. Die Stimuli wurden mit Dotap komplexiert und die IFNα-Ausschüttung in
den Zellüberständen nach 20-stündiger Inkubationsdauer mittels ELISA analysiert.
Zur direkten Analyse des Einflusses der R-Loop-Bereiche der mtGenome erfolgte
ein RNase H-Verdau, um den RNA-Anteil des RNA/DNA-Hybridbereiches abzu-
bauen. Long Range (LR) PCR-Produkte (3.1.1), welche Amplifikate des gesamten
mtGenoms darstellten und keine RNA/DNA-Hybridbereiche enthielten, wurden zur
Kontrolle mitgeführt.
Es konnte nicht nachgewiesen werden, dass RNA/DNA-Hybridstrukturen in-
nerhalb des R-Loops für die TLR9-abhängige Detektion der mitochondrialen Ge-
nome verantwortlich sind (Abbildung 4.13b). Unverdaute und RNase H-verdaute
mtGenome induzierten nahezu identische IFNα-Spiegel. Eine zumindest teilweise
TLR9-abhängige Detektion der mtGenome konnte nachgewiesen werden. Unver-
daute und RNase H-verdaute mtGenome zeigten jedoch für die Konzentration von
10 µg/ml auch in TLR9-defizienten Zellen eine reduzierte aber dennoch deutliche
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IFNα-Ausschüttung. Die Detektion der LR PCR-Produkte erfolgte hingegen aus-
schließlich in Abhängigkeit von TLR9.
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Abbildung 4.13: RNA/DNA-Hybrid-Strukturen innerhalb des mtGenoms sind
für die TLR9-abhängige Detektion nicht essentiell. (a) LR PCR-Produkte und
mtGenome wurden mit Hilfe des anti-RNA/DNA-Hybrid Antikörpers S9.6 auf vorhande-
ne RNA/DNA-Hybride untersucht und der RNase H-Verdau überprüft. Hybrid MuLV43
wurde als Positivkontrolle mitgeführt. (b) Wt und TLR9-defiziente Flt3L-DC wurden mit
mtGenomen (unverdaut bzw. RNase H-verdaut) und LR PCR-Produkten in verschiede-
nen Konzentrationen (10 µg/ml, 2 µg/ml und 0,4 µg/ml) mit Dotap komplexiert stimu-
liert. 0,75 µm mit Dotap komplexierte ssRNA40 und 1 µm CpG2216 wurden als Kontrollen
mitgeführt. IFNα-Spiegel in den Zellüberständen wurden nach 20-stündiger Inkubation
mittels ELISA bestimmt. Repräsentativ für drei unabhängige Experimente.
4.1.5 Nukleinsäuren des RNase H-defiziente E.coli-Stamms
MIC2067 zeigen im Vergleich zum Wildtyp-Stamm
kein verändertes Stimulationspotential in Flt3L-DC
Zur vergleichenden Analyse des Stimulationspotentials des RNase HI- und RNase HII-
defizienten E.coli-Stammes MIC2067 [Itaya et al. 1999] mit dem Wildtyp-Stamm
erfolgte die Kultivierung der E.coli-Stämme mit anschließender Aufreinigung der
Genome (3.1.2). Da die RNase H für den Abbau des RNA-Stranges innerhalb eines
RNA/DNA-Hybrides verantwortlich ist, lag die Vermutung nahe, dass für dieses En-
zym defiziente Bakterien einen wesentlich höheren Anteil an RNA/DNA-Hybriden in
ihrem Genom aufweisen und dadurch ein stärkeres immunstimulatorisches Potential
für TLR9 besitzen.
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Die Genomaufreinigung erfolgte während der stationären bzw. der exponentiel-
len Wachstumsphase der E.coli-Stämme. Während der exponentiellen Wachstums-
phase liegt die maximale Teilungsrate der Bakterien vor, welche mit einer starken
Genomreplikation einhergeht und deshalb von erhöhtem RNA/DNA-Hybrid-Gehalt
im Vergleich zur stationären Wachstumsphase gekennzeichnet sein sollte.
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Abbildung 4.14: Nachweis von RNA/DNA-Hybriden in aufgereinigten Geno-
men von Wt E.coli und MIC2067 E.coli. E.coli-Genome wurden während der sta-
tionären Wachstumsphase (dunkelgraue Balken) und während der exponentiellen Wachs-
tumsphase (schwarze Balken) unter Verwendung des anti-RNA/DNA-Hybrid Antikörpers
S9.6 auf vorhandene RNA/DNA-Hybride überprüft. 30 µg/ml der Genome wurden auf ei-
ner ELISA-Platte immobilisiert, RNA/DNA-Hybride über den S9.6 Antikörper detektiert
und über einen peroxidasekonjugierten Antikörper visualisiert. Hybrid MuLV43 wurde als
Positivkontrolle mitgeführt. Repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.
Die bakteriellen Genome wurden mit Hilfe des RNA/DNA-Hybrid-spezifischen
Antikörpers S9.6 in einem ELISA-basierten System auf vorhandene RNA/DNA-
Hybride analysiert (3.2.5.2) und Flt3L-DC wurden mit einer Titration der Konzen-
trationen über vier Stufen (25 µg/ml, 5 µg/ml, 1 µg/ml und 0,2 µg/ml) im Komplex
mit Dotap stimuliert. Zytokin- bzw. Chemokinspiegel für IFNα, IL-6 und IP-10
in den Zellüberständen wurden nach 20-stündiger Inkubationsdauer mittels ELISA
analysiert.
Die Hypothese im Bezug auf den RNA/DNA-Hybrid-Gehalt der bakteriellen Ge-
nome konnte nicht verifiziert werden (Abbildung 4.14). Es zeigten sich weder Unter-
schiede für die Analyse der beiden unterschiedlichen Wachstumsbedingungen, noch
für die verschiedenen E.coli-Stämme. Die Immobilisierung von 10 µg/ml der E.coli-
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Genome zeigte ebenfalls keine Unterschiede im RNA/DNA-Hybrid-Gehalt (Daten
nicht gezeigt). Auch das konzentrationsabhängige immunstimulatorische Potential
war für alle getesteten Bedingungen nahezu identisch. Die Spiegel für IFNα, IL-6
und IP-10 lagen für identische Stimulationskonzentrationen auf einem einheitlichen
Niveau (Abbildung 4.15).
IFN [U/ml]
0 500 1000
Wt
MIC2067
IL-6 [ng/ml]
0 2 4 6 8
IP-10 [ng/ml]
0 2 4 6 8
Medium
RNA40
CpG2216
Dotap
6822
Abbildung 4.15: Analyse des immunstimulatorischen Potentials aufgereinigter
E.coli-Genome. Flt3L-DC wurden mit E.coli-Genomen (Wt und MIC2067) aus der sta-
tionären Wachstumsphase (dunkelgraue Balken) und der exponentiellen Wachstumsphase
(schwarze Balken) im Komplex mit Dotap stimuliert. Die Titration der Stimulationskon-
zentrationen erfolgte über vier Stufen (25 µg/ml, 5 µg/ml, 1 µg/ml und 0,2 µg/ml) und
die Zytokin- bzw. Chemokinspiegel wurden nach 20-stündiger Inkubation mittels ELI-
SA bestimmt. 0,75 µm mit Dotap komplexierte ssRNA40 und 1 µm CpG2216 wurden als
Kontrollen mitgeführt. Repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.
In einem weiteren Experiment wurden die Genome der beiden E.coli-Stämme
mit RNase H (2,5 U/10 µg Nukleinsäure) verdaut. Somit konnte eine weitere Analyse
des immunstimulatorischen Potentials der RNA/DNA-Hybride innerhalb der E.coli-
Genome vorgenommen werden.
Die bakteriellen Genome wurden mit Hilfe des RNA/DNA-Hybrid-spezifischen
Antikörpers S9.6 in einem ELISA-basierten System auf vorhandene RNA/DNA-
Hybride analysiert (3.2.5.2) und der RNase H-Verdau der Genome kontrolliert (Ab-
bildung 4.16a). Flt3L-DC wurden sowohl mit unverdauten als auch mit RNase H-
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verdauten E.coli-Genomen aus der stationären und der exponentiellen Wachstums-
phase im Komplex mit Dotap stimuliert. Die IFNα-Spiegel wurden nach 20-stündiger
Inkubationsdauer mittels ELISA analysiert.
Obwohl durch den RNase H-Verdau der E.coli-Genome eine deutliche Reduktion
des RNA/DNA-Hybrid-Anteils erzielt wurde (Abbildung 4.16a), zeigten sich durch
den RNase H-Verdau keine Veränderungen im immunstimulatorischen Potential der
verschiedenen Genome. Abbildung 4.16b zeigt die IFNα-Sezernierung exemplarisch
für die Stimulation von Flt3L-DC mit 5 µg/ml der entsprechenden Nukleinsäuren.
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Abbildung 4.16: Analyse des immunstimulatorischen Potentials RNase H-
verdauter E.coli-Genome. (a) E.coli-Genome aus der stationären Wachstumsphase
(dunkelgraue Balken) und der exponentiellen Wachstumsphase (schwarze Balken) wur-
den mit Hilfe des anti-RNA/DNA-Hybrid Antikörpers S9.6 auf vorhandene RNA/DNA-
Hybride untersucht und der RNase H-Verdau (2,5 U/10 µg Nukleinsäure) überprüft.
30 µg/ml der Genome wurden auf einer ELISA-Platte immobilisiert, RNA/DNA-Hybride
über den S9.6 Antikörper detektiert und über einen peroxidasekonjugierten Antikörper
visualisiert. (b) Flt3L-DC wurden mit 5 µg/ml E.coli-Genomen (Wt und MIC2067) aus
der stationären Wachstumsphase (dunkelgraue Balken) und der exponentiellen Wachs-
tumsphase (schwarze Balken) im Komplex mit Dotap stimuliert. Der RNase H-Verdau der
Genome erfolgte wie unter (a) beschrieben. 0,75 µm mit Dotap komplexierte ssRNA40 und
1 µm CpG2216 wurden als Kontrollen mitgeführt. Nach 20-stündiger Inkubation erfolgte
die Analyse der IFNα-Sezernierung mittels ELISA.
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4.1.6 RNA/DNA-Hybride sind in retrovirusinfizierten Flt3L-
DC nachweisbar
Um die physiologische Relevanz der Detektion von RNA/DNA-Hybriden über TLR9
zu bekräftigen, wurde die Bildung von RNA/DNA-Hybriden im Verlauf einer retro-
viralen Infektion analysiert. Wie unter 1.3.1 beschrieben, kommt es während der
retroviralen Infektion im Verlauf der Reversen Transkription zur Ausbildung von
RNA/DNA-Hybriden. Flt3L-DC wurden am fünften Tag der Differenzierung mit
GFP-markiertem Moloney MuLV (Mo-MuLV) [Erlwein et al. 2003] infiziert (3.3.6).
Am achten Differenzierungstag erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der Zel-
len (3.4.1). Innerhalb der B220+/CD11c+ pDC zeigte sich eine deutliche retrovirale
Infektion von ca. 50 % der Zellen (siehe Abbildung 4.17a).
Von besonderer Bedeutung ist die fluoreszenzmikroskopische Analyse der infi-
zierten Zellen. Unter Verwendung des RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers
S9.6 (3.5), wurde die Bildung und die Akkumulation von RNA/DNA-Hybriden wäh-
rend der retroviralen Infektion sowohl als punktuelle als auch als zytoplasmatische
Färbung der Hybride eindeutig nachgewiesen (Abbildung 4.17b).
Mo-MuLV Kontrolle
B220+/CD11c+
(a) (b)
Abbildung 4.17: Intrazelluläre Detektion von RNA/DNA-Hybriden in Mo-
MuLV infizierten Flt3L-DC. Wt Flt3L-DC wurden an Tag 5 der Differenzierung
mit 17,5 MOI GFP-markiertem Mo-MuLV infiziert. (a) Die retrovirale Infektion von
B220+/CD11c+ pDC wurde an Tag 8 der Differenzierung durchflusszytometrisch nach-
gewiesen. (b) RNA/DNA-Hybride wurden in Mo-MuLV infizierten, fixierten und permea-
bilisierten Flt3L-DC mit Hilfe des anti-RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers S9.6
und einem Alexa568-markierten Detektionsantikörper nachgewiesen (rot). Die Färbung
der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau).
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4.1.7 Mo-MuLV inhibiert die CpG2216-induzierte Sezernie-
rung von IFNα
Der Einfluss von RNA/DNA-Hybriden, welche während der retroviralen Infektion
entstehen, sollte näher charakterisiert werden. Es zeigte sich jedoch, dass eine IFNα-
Produktion durch Flt3L-DC in Folge der retroviralen Mo-MuLV Infektion ausblieb
(Abbildung 4.18). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde anschließend analysiert,
ob Mo-MuLV einen Einfluss auf die durch den TLR9-Liganden CpG2216-induzierte
IFNα-Ausschüttung besitzt. Der TLR9-Ligand CpG2216 induzierte erwartungsge-
mäß hohe IFNα-Spiegel in Flt3L-DC (Abbildung 4.18). Um den Einfluss der Retrovi-
ren auf die IFNα-Induktion, ausgelöst durch CpG2216, näher zu analysieren, wurden
Flt3L-DC mit verschiedenen Konzentrationen von 17,5 MOI über sechs Stufen bis
0,55 MOI Mo-MuLV für 30 Minuten inkubiert, bevor die Stimulation mit 0,0625 µm
CpG2216 erfolgte. Sowohl unstimulierte als auch mit 0,0625 µm CpG2216 stimulier-
te Zellen dienten der Kontrolle. Nach 20-stündiger Inkubation erfolgte die Analyse
des IFNα-Spiegels mittels ELISA.
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Abbildung 4.18: Mo-MuLV induziert keine antivirale Immunantwort in Flt3L-
DC und inhibiert die CpG2216-vermittelte IFNα-Produktion. (a) Wt Flt3L-DC
wurden mit verschiedenen Konzentrationen Mo-MuLV inkubiert. Die Titration der Kon-
zentrationen erfolgte über sechs Stufen (17,5 MOI bis 0,55 MOI). Die IFNα-Ausschüttung
wurde nach 20-stündiger Inkubation mittels ELISA analysiert. (b) Wt Flt3L-DC wurden
mit Mo-MuLV wie unter (a) beschrieben, für 30 Minuten vorinkubiert und anschließend
mit 0,0625 µm CpG2216 stimuliert. Zur Kontrolle wurden die Flt3L-DC ohne retrovira-
le Vorinkubation mit 0,0625 µm CpG2216 stimuliert (a und b). Die IFNα-Ausschüttung
wurde nach 20-stündiger Inkubation mittels ELISA analysiert. Repräsentativ für vier un-
abhängige Experimente.
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Abbildung 4.18b zeigt deutlich, dass eine Vorinkubation der Wt Flt3L-DC mit
Mo-MuLV zu einer konzentrationsabhängigen Inhibition der CpG2216-induzierten
IFNα-Sezernierung führte.
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Abbildung 4.19: Mo-MuLV inhibiert die CpG2216-vermittelte IFNα-
Produktion in Siglec-H- und DAP12-defizienten Flt3L-DC. Siglec-H- bzw.
DAP12-defiziente Flt3L-DC wurden mit verschiedenen Konzentrationen Mo-MuLV für
30 Minuten vorinkubiert. Die Titration der Konzentrationen erfolgte über vier Stufen von
17,5 MOI bis 2,19 MOI. Anschließend wurden die Zellen mit 0,0625 µm CpG2216 stimu-
liert. Zur Kontrolle wurde 0,0625 µm CpG2216 mitgeführt. Die IFNα-Ausschüttung wurde
nach 20-stündiger Inkubation mittels ELISA analysiert.
Um den Mechanismus, welcher zur Inhibition der IFNα-Ausschüttung führt, zu
untersuchen, wurden nachfolgend Siglec-H-defiziente und DAP12-defiziente Flt3L-
DC differenziert. Der murine Oberflächenrezeptor Siglec-H induziert Signalwege
über das Adaptermolekül DAP12. Es wurde bereits beschrieben, dass Antikörper
gegen Siglec-H die TLR9-vermittelte Induktion von Typ I Interferonen inhibieren.
Des Weiteren exprimieren DAP12-defiziente Mäuse keine Siglec-H Oberflächenrezep-
toren und sezernieren nach Stimulation mit CpG DNA deutlich mehr IFN als Wild-
typ pDC [Blasius et al. 2006; Pillai et al. 2012]. Diese Oberflächenrezeptoren bzw.
Adaptermoleküle können also einen inhibitorischen Einfluss auf den IFN-Signalweg
ausüben. Greift Mo-MuLV über diese Wege in den IFN-Signalweg ein, kann die
Verwendung von für diesen Rezeptor bzw. dieses Adaptermolekül defizienten Zel-
len Hinweise auf den Inhibitionsmechanismus, welcher eine virale Evasionsstrategie
darstellt, liefern.
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Siglec-H-defiziente bzw. DAP12-defiziente Flt3L-DC wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von 17,5 MOI über vier Stufen bis 2,19 MOI Mo-MuLV für 30
Minuten inkubiert, bevor die Stimulation mit 0,0625 µm CpG2216 erfolgte. Nach
20-stündiger Inkubation erfolgte die Analyse der IFNα-Spiegel mittels ELISA.
Mo-MuLV greift weder über den Oberflächenrezeptor Siglec-H noch über das
Adaptermolekül DAP12 hemmend in den IFNα-Signalweg ein (Abbildung 4.19).
Wie bereits für C57BL/6-Wildtyp Flt3L-DC gezeigt (Abbildung 4.18), führte die
Vorinkubation der Siglec-H- und DAP12-defizienten Flt3L-DC mit Mo-MuLV zu
einer konzentrationsabhängigen Inhibition der durch CpG2216 induzierten IFNα-
Ausschüttung.
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4.2 Das Potential cholesterolkonjugierter RNA40
als Adjuvans
Der zweite Teil dieser Dissertation befasst sich mit dem Potential von cholesterol-
konjugierter synthetischer immunstimulatorischer RNA als Adjuvans. RNA40 wurde
bereits als Ligand für TLR7 beschrieben (die Sequenz ist Abbildung 4.20 zu entneh-
men) [Heil et al. 2004]. Es handelt sich bei RNA40 um eine guanosin- und uridinrei-
che RNA aus der U5 Region des HIV-1. Zur Einleitung einer Immunstimulation ist
bisher die Komplexierung von RNA40 mit einem kationischen Transfektionsreagenz
wie z. B. Dotap nötig. Die Verwendung eines solchen Zwei-Komponentensystems als
Adjuvans ist für die Anwendung am Menschen problematisch, da Transfektionsrea-
genzien zelltoxisch wirken, was zu unerwünschten Nebeneffekten führen kann.
Für die folgenden Experimente wurde synthetische cholesterolgekoppelte RNA40
verwendet. Cholesterol kommt natürlicherweise im menschlichen Körper vor und ist
Bestandteil der Plasmamembranen, deren Stabilität durch Cholesteroleinlagerungen
erhöht wird. Die Verwendung eines Ein-Komponentensystems, das auf körpereigenes
Cholesterol als Träger für den TLR7-Liganden RNA40 zurückgreift, ist im Bezug auf
die Verträglichkeit als Adjuvans wesentlich unbedenklicher als synthetische Trans-
fektionsreagenzien.
dsRNA40
5’ GCCCGUCUGUUGUGUGACUC 3’
3’ CGGGCAGACAACACACUGAG 5’
Abbildung 4.20: RNA40-Sequenz. ssRNA40 sense (schwarz) mit zugehörigem
ssRNA40 antisense (blau) Strang. RNA40 ist eine guanosin- und uridinreiche RNA aus
der U5 Region des HIV-1. Die Cholesterolkopplung befand sich am 3’-Ende des ssRNA40
sense Stranges und die Alexa488-Markierung am 3’-Ende des ssRNA40 antisense Stranges.
4.2.1 Cholesterolkonjugierte einzelsträngige RNA40 indu-
ziert keine antivirale Immunantwort
Zunächst erfolgte die Analyse des immunstimulatorischen Potentials von choleste-
rolkonjugierter einzelsträngiger RNA40 (ssRNA40-Chol). Wildtyp Flt3L-DC wurden
mit 2,5 µm, 0,5 µm und 0,1 µm ssRNA40-Chol stimuliert (3.3.7). Zum Vergleich wur-
de ssRNA40-Chol mit Dotap komplexiert und dotapkomplexierte ssRNA40 ohne
Cholesterolkopplung mitgeführt. Zusätzlich diente CpG2216 als Kontrolle. Unbe-
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handelte Zellen und Dotap ohne komplexierte Nukleinsäure dienten als Negativkon-
trollen. Die Analyse der Zytokin- bzw. Chemokinspiegel erfolgte nach 20-stündiger
Inkubationsdauer mittels ELISA.
Einzelsträngige RNA40-Chol induzierte weder die Produktion von IFNα noch
die Sezernierung von IL-6 (Abbildung 4.21). Für TNFα und IP-10 konnte hingegen
eine moderate Induktion beobachtet werden, wodurch ein erster Hinweis auf den
immunstimulatorischen Effekt, welcher durch cholesterolgekoppelte ssRNA40 indu-
ziert wurde, gegeben war. Die Komplexierung von ssRNA40-Chol mit Dotap führte
zu einer moderaten Induktion der IFNα-Sezernierung sowie zu einer deutliche Aus-
schüttung von TNFα, IP-10 und IL-6. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass
ssRNA40-Chol entweder nicht in adäquater Menge von den Flt3L-DC aufgenom-
men wird oder keine ausreichende Stabilität gegenüber dem intrazellulären Abbau
durch RNasen besitzt. Die Induktion der Immunreaktion von dotapkomplexierter
ssRNA40-Chol ist deutlich effizienter, da die Komplexierung einen Schutz vor der
Degradation durch RNasen gewährleistet.
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Abbildung 4.21: Cholesterolkonjugierte ssRNA40 löst keine antivirale Immu-
nantwort aus. Wt Flt3L-DC wurden mit ssRNA40-Chol im Komplex mit Dotap (dun-
kelgrüne Balken) oder ohne Komplexierung (schwarze Balken) mit verschiedenen Konzen-
trationen (2,5 µm, 0,5 µm und 0,1 µm) stimuliert. 1 µm CpG2216 und 0,75 µm mit Dotap
komplexierte ssRNA40 wurden zur Kontrolle mitgeführt. Nach 20-stündiger Inkubations-
dauer erfolgte die Analyse der Zytokin- bzw. Chemokinspiegel mittels ELISA.
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4.2.2 Cholesterolkonjugierte doppelsträngige RNA40 indu-
ziert eine Immunantwort in Flt3L-DC und wird von
TLR7 detektiert
Aufgrund der Vermutung, dass ssRNA40-Chol nicht in adäquater Menge von den
Flt3L-DC aufgenommen wurde oder keine ausreichende Stabilität aufweist, um ei-
ne deutliche Immunreaktion in Flt3L-DC auszulösen, wurde für die nachfolgen-
den Experimente doppelsträngige cholesterolgekoppelte RNA40 (dsRNA40-Chol)
verwendet. Doppelsträngige RNA-Moleküle sind im Vergleich zu einzelsträngigen
RNA-Molekülen wesentlich stabiler. Des Weiteren wurde die zelluläre Aufnahme
von fluoreszenzgekoppelter dsRNA40-Chol durchflusszytometrisch analysiert und
um eine cholesterolinduzierte Immunreaktion auszuschließen, wurde dsRNA40-Chol
durch 2’-O-Ribose-Methylierungen modifiziert und somit das Stimulationspotential
der dsRNA40 inhibiert. Die Sequenzen der beiden komplementären RNA-Stränge
sind Abbildung 4.20 zu entnehmen. Die Herstellung der verschiedenen doppelsträn-
gigen RNA erfolgte wie unter 3.1.5 beschrieben. Die Generierung von dsRNA40-
Chol erfolgte durch Annealing von ssRNA40-Chol sense mit ssRNA40 antisense, für
dsRNA40 wurden ssRNA40 sense und ssRNA40 antisense aneinandergelagert und
zur Herstellung von dsRNA40-Chol 2’-O-Methyl erfolgte die Annealingreaktion mit
ssRNA40-Chol sense und ssRNA40 antisense 2’-O-Methyl. Die Annealingreaktio-
nen wurde mittels Polyacrylamidgelelektrophorese (3.1.7) und Schmelzkurvenanaly-
se (3.1.6) verifiziert (siehe Abbildungen 4.22 und 4.23).
Die Polyacrylamidgelelektrophorese zeigt die erfolgreiche Annealingreaktion der
verschiedenen dsRNA40 mit geringer Kontamination von Einzelsträngen im Fall von
dsRNA40-Chol 2’-O-Methyl. Die Schmelztemperatur aller verwendeten dsRNA40-
Derivate lag deutlich über 37 ◦C, wodurch gezeigt werden konnte, dass eine tem-
peraturbedingte Dissoziation während der Inkubationszeiten ausgeschlossen werden
konnte. Des Weiteren führte weder die Cholesterolkopplung noch die 2’-O-Ribose-
Methylierung zu einer veränderten Schmelztemperatur.
Im nächsten Schritt wurde die zelluläre Aufnahme von Alexa488-markierter
dsRNA40-Chol durchflusszytometrisch überprüft. Die Cholesterolkopplung befand
sich am 3’-Ende des ssRNA40 sense Stranges und die Fluoreszenzmarkierung befand
sich am 3’-Ende des ssRNA40 antisense Stranges. Wt Flt3L-DC wurden mit 0,5 µm
Alexa488-markierter dsRNA40-Chol für 1,5 Stunden inkubiert und im Anschluss
durchflusszytometrisch analysiert. Zum Vergleich wurden dsRNA40 ohne Choleste-
rolkopplung und mit Dotap komplexierte dsRNA40 mitgeführt (3.3.7). Innerhalb
der B220+/CD11c+ pDC kam es zu einer zellulären Aufnahme von dsRNA40-Chol
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1   Marker
2   ssRNA40 sense
3   ssRNA40 antisense
4   ssRNA40-Chol sense
5   dsRNA40
6   dsRNA40-Chol
7   dsRNA40-Chol 2’-O-Methyl
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Abbildung 4.22: Analyse der Annealingreaktion von dsRNA40-Chol mittels
nicht-denaturierender PAGE. 300 ng der verschiedenen RNA wurden auf ein 15 % iges
Polyacrylamidgel aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Nu-
kleinsäuren erfolgte mit SybrGold. Repräsentativ für zwei unabhängige Annealingreaktio-
nen.
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Abbildung 4.23: Nachweis der Doppelsträngigkeit von dsRNA40-Chol. 5 µg mit
SybrGold gefärbte dsRNA40-Chol wurde der Schmelzkurvenanalyse unterzogen. Reprä-
sentativ für zwei unabhängige Experimente.
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durch 100 % der Zellen (Abbildung 4.24). Mit Dotap komplexierte dsRNA40 ohne
Cholesterolkopplung zeigte im Vergleich eine zelluläre Aufnahme durch 96,7 % der
Zellen und dsRNA40 wurde ohne Hilfsmittel nur von ca. 7,5 % der Zellen aufgenom-
men.
B220+/CD11c+
FL1-H:: Alexa488FL1-H:: Alexa488 FL1-H:: Alexa488FL1-H:: Alexa488
dsRNA40-Chol dsRNA40 + Dotap dsRNA40
Abbildung 4.24: Die zelluläre Aufnahme von fluoreszenzmarkierter dsRNA40-
Chol erfolgte in 100% der pDC. Wt Flt3L-Kulturen wurden mit 0,5 µm Alexa488-
markierter dsRNA40-Chol, mit Dotap komplexierter dsRNA40 und mit dsRNA40 für 1,5 h
inkubiert. Die Zellen wurden gegen die pDC-spezifischen Oberflächenmarker B220+ und
CD11c+ gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Repräsentativ für zwei unabhän-
gige Experimente.
Zur Charakterisierung des immunstimulatorischen Potentials von dsRNA40-Chol
wurden Wt und TLR7-defiziente Flt3L-DC stimuliert (3.3.7). TLR7 wurde bereits
als Rezeptor für doppelsträngige siRNA beschrieben [Hornung et al. 2005; Judge
et al. 2005; Sioud 2005]. Deshalb lag es nahe, das TLR7 als detektierender Rezeptor
für dsRNA40-Chol in Betracht kam. Um einen cholesterolvermittelten immunsti-
mulatorischen Effekt auszuschließen, wurde dsRNA40-Chol mit einer alternierenden
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2’-O-Ribose-Methylierung zur Kontrolle eingesetzt. Die alternierende 2’-O-Ribose-
Methylierung zur Inhibierung des immunstimulatorischen Potentials von siRNA
wurde bereits beschrieben [Hamm et al. 2010]. Mit Dotap komplexierte dsRNA40
und dsRNA40 ohne Cholesterolkopplung oder Dotapkomplexierung wurden zum
Vergleich mitgeführt.
Cholesterolkonjugierte doppelsträngige RNA40 führte zu einer deutlichen Induk-
tion von antiviralem IFNα (Abbildung 4.25a). Für die Stimulationskonzentration
von 0,5 µm zeigte sich die höchste IFNα-Ausschüttung. Die durch dsRNA40-Chol in-
duzierte IFNα-Sezernierung fiel im Vergleich zum Zwei-Komponenten-System (mit
Dotap komplexierte dsRNA40) deutlich stärker aus. Die Sezernierung der proin-
flammatorischen Zytokine TNFα und IL-6 wird ebenfalls durch dsRNA40-Chol ein-
geleitet (Abbildung 4.25b und Abbildung 4.25d). Auch hier zeigte sich ein deut-
lich stärkeres immunstimulatorisches Potential durch dsRNA40-Chol im Vergleich
zum Zwei-Komponenten-System. Neben antiviralen und proinflammtorischen Zyto-
kinen wurde das Chemokin IP-10 analysiert. Auch hier bestätigte sich die wesentlich
potentere Induktion durch dsRNA40-Chol im Vergleich mit Dotap komplexierter
dsRNA40 (Abbildung 4.25c).
Wie erwartet, erfolgte die Detektion von dsRNA40 durch TLR7. Für dsRNA40
ohne Träger war kein immunstimulatorisches Potential zu beobachten und eine cho-
lesterolinduzierte Reaktion konnte durch Verwendung von dsRNA40-Chol mit alter-
nierender 2’-O-Ribose-Methylierung ausgeschlossen werden, da weder Zytokine noch
Chemokine durch diese modifizierte dsRNA40-Chol induziert wurden.
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Abbildung 4.25: Cholesterolkonjugierte dsRNA40 induziert eine Immunreak-
tion in Flt3L-DC in Abhängigkeit von TLR7. Wt und TLR7-defiziente Flt3L-DC
wurden mit dsRNA40 (weiße Balken), dsRNA40 im Komplex mit Dotap (dunkelgrüne
Balken), dsRNA40-Chol (schwarze Balken) und dsRNA40-Chol 2’-O-Methyl (dunkelgraue
Balken) stimuliert. Die Stimulationskonzentrationen betrugen 2,5 µm, 0,5 µm und 0,1 µm.
Die Analyse der Zytokin- bzw. Chemokinspiegel erfolgte nach 20-stündiger Inkubation
mittels ELISA. Repräsentativ für zwei unabhängige Experimente.
Kapitel 5
Diskussion
Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei Themenschwerpunkte behandelt.
Zum einen wurde die Rolle von RNA/DNA-Hybriden in der angeborenen Immun-
antwort analysiert und zum anderen wurde das immunstimulatorische Potential von
cholesterolgekoppelter RNA40 charakterisiert.
5.1 Die Rolle von RNA/DNA-Hybriden in der
angeborenen Immunität
Das angeborene Immunsystem detektiert einzelsträngige (ss) und doppelsträngige
(ds) RNA und DNA über verschiedene pattern recognition receptors (PRR) wie
RIG-I-like receptors (RLR), AIM2-like receptors (ALR), die Nukleotidyltransfera-
se cGAMP (cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate) Syntha-
se cGAS, den Rezeptor bzw. das Adaptermolekül stimulator of interferon genes
(STING) und Toll-like receptors (TLR) [Gürtler et al. 2013].
Da RNA/DNA-Hybride während verschiedener endogener Prozesse sowie im Zu-
sammenhang mit Infektionen und Autoimmunerkrankungen auftreten, gab es seit
längerem die Vermutung, dass Hybride eine Immunantwort über PRR induzieren
[Alarcón-Riquelme 2006; Crow et al. 2009; Rigby et al. 2008]. Bislang waren sowohl
der Rezeptor als auch der eingeleitete Signalweg für die Detektion von RNA/DNA-
Hybriden durch das angeborene Immunsystem unbekannt. In dieser Dissertation
wurden zunächst synthetische RNA/DNA-Hybride viralen Ursprungs als Liganden
für TLR9 identifiziert und anschließend Genome, welche Hybridstrukturen aufwei-
sen, näher analysiert.
Zelleigenen Prozesse, in deren Verlauf RNA/DNA-Hybride gebildet werden, sind
die Replikation des Kerngenoms, die Gentranskription, die Replikation der Telo-
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mere, die Replikation des mitochondrialen Genoms und die Rekombination von
Immunglobulin-Klassenswitch-Regionen [Clayton 2000; Mizuta et al. 2003; Shaw
et al. 2008; B. Xu et al. 1996]. Durch fehlerhaften oder unvollständigen Abbau von
endogenen Nukleinsäurespezies ist eine Akkumulation von endogenen RNA/DNA-
Hybriden vorstellbar, welche eine Immunantwort induziert und somit zur Entste-
hung von Autoimmunerkrankungen beiträgt. Mutationen der Nukleasen TREX1
und RNase H2 wurden im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen wie sys-
temischem Lupus erythematodes (SLE), familial chilblain lupus und dem Aicardi-
Goutières-Syndrom beschrieben [Crow et al. 2006a; Crow et al. 2006b; Crow et al.
2009; Lee-Kirsch et al. 2007a; Lee-Kirsch et al. 2007b].
RNA/DNA-Hybride sind beispielsweise Bestandteil des Genoms des humanen
Zytomegalievirus (HCMV) oder werden während retroviraler Replikationszyklen
transient gebildet. Durch fehlerhafte Replikation oder durch Phagozytose- und Au-
tophagieprozesse gelangen virale Nukleinsäuren in das endo-/lysosomale Komparti-
ment und leiten eine Immunantwort über nukleinsäuredetektierende TLR ein [H. K.
Lee et al. 2007]. Die Replikation des DNA-Genoms des HCMV ist auf einen RNA-
Primer angewiesen [Prichard et al. 1998; Rennekamp et al. 2011]. Die Initiation der
Genomreplikation erfolgt während des lytischen Replikationszyklus am sogenannten
oriLyt (origin of replication des lytischen Replikationszyklus), welcher RNA/DNA-
Hybrid-Strukturen besitzt und für den lytischen Replikationszyklus von essentieller
Bedeutung ist, da Virione, welche die Hybrid-Strukturen nicht besitzen, ineffizient
replizieren [Anders et al. 1992; Prichard et al. 1998].
Im Verlauf einer retroviralen Infektion wird das virale einzelsträngige RNA-
Genom in doppelsträngige DNA umgeschrieben. Währenddessen kommt es zur tran-
sienten Ausbildung von RNA/DNA-Hybriden. Die Reverse Transkriptase, ein vi-
ruseigenes Enzym katalysiert diese Reaktion [Baltimore 1970; Modrow 2010; Sar-
afianos et al. 2009]. Die Reverse Transkriptase fungiert zum einen während der
reversen Transkription als RNA-abhängige DNA-Polymerase, zum anderen besitzt
sie im Laufe der dsDNA-Synthese auch die Funktion einer DNA-abhängigen DNA-
Polymerase. Des Weiteren besitzt sie eine Helikase- und eine RNase H-Funktion.
Aufgrund der RNase H-Funktion wird der RNA-Teil des entstehenden RNA/DNA-
Hybrids relativ schnell abgebaut. Besondere RNA-Bereiche sind jedoch gegenüber
der RNase H-Degradation wesentlich stabiler. Bei diesen Bereichen handelt es sich
um die sogenannten Polypurintrakte (PPT), welche mindestens neun Adenosin- und
Guanosinreste beinhalten und während der Initiierung der (+)DNA-Strang-Synthese
als Primer fungieren [Fitzgerald et al. 2008; Rausch et al. 2004].
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5.1.1 Synthetische RNA/DNA-Hybride induzieren eine Im-
munantwort über TLR9
In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass TLR9 synthetische RNA/DNA-
Hybride viralen Ursprungs detektiert. Originalsequenzen aus dem oriLyt des huma-
nen Zytomegalievirus (Hybrid CMV27 und Hybrid CMV63) [Prichard et al. 1998]
sowie eine Sequenz des Polypurintrakts von HIV (Hybrid HIVPPT) [Fitzgerald et
al. 2008; Rausch et al. 2004] wurden näher analysiert.
Zunächst wurden Stimulationsexperimente im humanen System durchgeführt.
Synthetische RNA/DNA-Hybride wurden aus komplementären Einzelsträngen ge-
neriert und deren Qualität überprüft. Die nichtdenaturierende Polyacrylamidgel-
elektrophorese zeigte für alle Hybride ein einheitliches Bandenmuster mit geringfü-
gigen Kontaminationen von Einzelsträngen (Abbildung 4.2). Eine effektive Hybridi-
sierung wurde außerdem mit Hilfe des RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers
S9.6 nachgewiesen (Abbildung 4.3) und die Stabilität der Hybride wurde sowohl un-
ter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) als auch unter endosomalen Bedingungen
(pH 5,5) mittels Schmelzkurvenanalyse bestätigt (Abbildung 4.4).
Humane PBMC, welche in erster Linie aus Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen
aber auch zu einem geringen Anteil aus pDC bestehen, wurden mit den verschie-
denen RNA/DNA-Hybriden stimuliert. Es wurde nachgewiesen, dass RNA/DNA-
Hybride im Komplex mit Dotap eine primär antivirale Immunantwort induzierten,
welche durch die Sezernierung von IFNα gekennzeichnet war (Abbildung 4.5a).
Korrespondierende ssDNA führten zwar ebenfalls zur IFNα-Sezernierung, jedoch
in geringerem Ausmaß. Bei der Stimulation mit niedrigeren Konzentrationen zeigte
sich eine deutlich stärkere IFNα-Induktion durch RNA/DNA-Hybride im Vergleich
zur Induktion durch ssDNA. Einzelsträngige RNA führte nicht zur Produktion von
IFNα. Demnach waren Einzelstrangkontaminationen nicht für den Stimulations-
effekt verantwortlich. Das proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde hingegen von
humanen Immunzellen nicht ausgeschüttet (Abbildung 4.5b).
TLR9 wurde bereits als pattern recognition receptor beschrieben, welcher in
die Detektion des Zytomegalievirus involviert ist. Für TLR9-defiziente Mäuse wur-
de eine erhöhte Anfälligkeit für eine Infektion mit dem murinen Zytomegalievirus
nachgewiesen, welche durch verminderte Typ I Interferon-Produktion und reduzier-
te NK-Zell-Aktivität gekennzeichnet ist [Krug et al. 2004; Tabeta et al. 2004]. Auch
im Zusammenhang mit einer HIV-Infektion wurde bereits eine Rolle des TLR9
beschrieben. Es wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen identifiziert, welche den
Fortschritt der Infektion begünstigen oder einen Einfluss auf die Virusübertragung
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von der Mutter auf das Kind besitzen [Bochud et al. 2007; Freguja et al. 2012; Ricci
et al. 2010].
Zur näheren Charakterisierung des für die Detektion verantwortlichen Rezep-
tors wurden Stimulationsexperimente mit murinen Flt3L-DC durchgeführt. Flt3L-
DC bestehen zu einem Großteil aus pDC, welche aufgrund der konstitutiven IRF7-
Expression in der Lage sind, nach erfolgter PAMP-Detektion umgehend große Men-
gen an Typ I Interferonen zu produzieren. Deshalb eignen sich diese Zellen beson-
ders gut für die Analyse einer antiviralen Immunantwort. Da RNA/DNA-Hybride
bzw. die korrespondierenden Einzelstränge zur Stimulation mit Dotap komplexiert
wurden und somit in erster Linie endosomale TLR als Rezeptoren in Frage kamen,
wurden Flt3L-DC aus C57BL/6 (Wt) und TLR9-defizientem Knochenmark differen-
ziert. Wildtyp Flt3L-DC reagierten, wie die humanen PBMC, nach Stimulation mit
den synthetischen RNA/DNA-Hybriden CMV27, CMV63 und HIVPPT mit einer
deutlichen IFNα-Ausschüttung (Abbildung 4.7a). Die Tatsache, dass die korrespon-
dierenden ssRNA keine IFNα-Sezernierung induzierten und ssDNA im Vergleich
zu RNA/DNA-Hybriden zu deutlich schwächeren IFNα-Spiegeln in den Zellüber-
ständen führten, verdeutlicht auch im murinen System, dass ssDNA- oder ssRNA-
Kontaminationen innerhalb der Hybridpräparationen nicht für die IFNα-Induktion
verantwortlich sein konnten. Mittels Schmelzkurvenanalyse wurde zusätzlich aus-
geschlossen, dass eine temperatur- oder pH-bedingte Dissoziation der RNA/DNA-
Hybride erfolgte (Abbildung 4.4). Außerdem konnte das intakte RNA/DNA-Hybrid
CMV27 fluoreszenzmikroskopisch als punktuelle Färbung, welche auf endosomale
Akkumulation hindeutet, nachgewiesen werden (Abbildung 4.8). Somit wurde ein
Abbau des RNA/DNA-Hybrids durch endogene Nukleasen ebenfalls ausgeschlossen.
Bei der Färbung wurden zur Kontrolle unbehandelte Flt3L-DC sowie mit ssRNA
und ssDNA transfizierte Zellen mitgeführt. Da diese Zellen lediglich eine Kern-
färbung zeigten, wurde zum einen ausgeschlossen, dass intrazellulär vorkommende
RNA/DNA-Hybride angefärbt wurden und zum anderen wurde gezeigt, dass nach
der Transfektion von einzelsträngigen Nukleinsäuren keine intrazelluläre Hybridisie-
rung der Einzelstränge zu RNA/DNA-Hybrid-Strukturen erfolgte.
Im murinen System wurde nach RNA/DNA-Hybrid-Stimulation sowohl eine an-
tivirale Immunantwort als auch eine proinflammatorische, durch die Sezernierung
von TNFα gekennzeichnete Immunreaktion eingeleitet (Abbildung 4.7b). Das Che-
mokin IP-10 wurde ebenfalls nach Stimulation mit RNA/DNA-Hybriden von muri-
nen Flt3L-DC ausgeschüttet (Abbildung 4.7c). Die korrespondierenden ssDNA der
synthetischen RNA/DNA-Hybride führten neben der Sezernierung von IFNα auch
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zur Ausschüttung von TNFα und IP-10. Das äquivalente Stimulationspotential war
jedoch mit Ausnahme von IP-10 geringer als das durch RNA/DNA-Hybride indu-
zierte. Die korrespondierenden ssRNA führten lediglich zu einer Ausschüttung von
IP-10, welche im Vergleich zur RNA/DNA-Hybrid-induzierten Sezernierung eben-
falls deutlich schwächer war. Die Detektion und die anschließende Zytokininduktion
durch alle untersuchten RNA/DNA-Hybride erfolgte über TLR9 (Abbildung 4.7a, b
und c). Auch die Erkennung der korrespondierenden ssDNA und interessanterweise
auch die IP-10-Induktion durch ssRNA wurden durch TLR9 vermittelt. DNA wurde
bereits ausführlich als Ligand für TLR9 beschrieben, für ssRNA wurde dies bisher
nicht gezeigt [Bauer et al. 2001; Boulé et al. 2004; Dalpke et al. 2006; Haas et al.
2008; Hemmi et al. 2000; Yasuda et al. 2005].
Der Nachweis der direkten Interaktion zwischen TLR9 und RNA/DNA-Hybriden
wurde in einer ELISA-basierten Bindungsstudie erbracht. Bisher wurden Bindungs-
studien mit ssDNA und Plasmid-DNA unter Verwendung der vollständigen ex-
trazellulären TLR9-Domäne oder der prozessierten C-terminalen TLR9-Domäne
durchgeführt. In diesen Studien konnte verifiziert werden, dass Oligonukleotide mit
Phosphodiester-Rückgrat mit starker Affinität an die vollständige extrazelluläre
TLR9-Domäne binden, wohingegen die Interaktion von DNA mit der C-terminalen
TLR9-Domäne deutlich schwächer ist [Cornélie et al. 2004; Kindrachuk et al. 2007;
Li et al. 2012; Rutz et al. 2004]. Einige Studien erklären die Prozessierung der ex-
trazellulären TLR9-Domäne durch Cathepsine und die Asparaginendopeptidase für
die Aktivierung des Rezeptors und die nachfolgende Rekrutierung von Signalmole-
külen wie MyD88 für unabdingbar [Asagiri et al. 2008; Ewald et al. 2011; Ewald
et al. 2008; Matsumoto et al. 2008; Park et al. 2008; Sepulveda et al. 2009]. Kürzlich
wurde hingegen beschrieben, dass der N-terminale Bereich von TLR9 für die Aktivie-
rung des Rezeptors von großer Bedeutung ist und auch nach erfolgter Prozessierung
mit dem C-terminalen Anteil assoziiert bleibt [Onji et al. 2013]. Die Notwendig-
keit der Prozessierung des TLR9 wird kontrovers diskutiert und die Studienlage
ist bislang nicht eindeutig [Bauer 2013]. Für die im Rahmen dieser Dissertation
durchgeführte Bindungsstudie wurde die Bindung an die vollständige extrazellulä-
re Domäne des mTLR9 untersucht. Die spezifische konzentrationsabhängige Bin-
dung des RNA/DNA-Hybrids MuLV43 an die extrazelluläre mTLR9-Domäne eines
mTLR9-IgG-Fc-Fusionsproteins wurde belegt (Abbildung 4.11). Das RNA/DNA-
Hybrid zeigte sogar eine stärkere Bindung an mTLR9 als der bekannte TLR9-Ligand
CpG1668. Jedoch korreliert die Bindungsstärke eines Liganden an den entsprechen-
den Rezeptor nicht zwangsläufig mit dessen immunstimulatorischem Potential, wie
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auch aus Bindungsstudien mit TLR9-inhibitorischen Oligonukleotiden hervorgeht
[Ashman et al. 2011]. Einzelsträngige RNA zeigte keine Bindung an mTLR9, die kor-
respondierende ssDNA hingegen zeigte die stärkste Bindung innerhalb der analysier-
ten Nukleinsäuren. Als Negativkontrolle wurde ein mTLR2-IgG-Fc-Fusionsprotein
mitgeführt.
In einer kürzlich erschienenen Studie wurde zum einen eine synthetische repeti-
tive GU-reiche RNA-Sequenz als Grundlage eines RNA/DNA-Hybrids ausgewählt
und zum anderen eine Sequenz aus dem gag-Gen von HIV-1. Die TLR9-abhängige
Induktion einer Immunantwort in Flt3L-DC wurde ebenso nachgewiesen wie die
intrazelluläre Akkumulation von intakten RNA/DNA-Hybriden. Außerdem konnte
die Einleitung einer RNA/DNA-Hybrid-vermittelten Immunantwort in vivo gezeigt
werden [Rigby et al. 2014]. Die beschriebene Studie bestätigt die in dieser Disserta-
tion nachgewiesene Detektion von RNA/DNA-Hybriden durch TLR9.
5.1.2 RNA/DNA-Hybride als Bestandteil verschiedener Ge-
nome sind nicht primär für die Einleitung einer Im-
munantwort verantwortlich
Zur Untersuchung des Einflusses der beschriebenen RNA/DNA-Hybrid-Strukturen
innerhalb des HCMV-Genoms [Anders et al. 1992; Prichard et al. 1998] wurde neben
den synthetischen RNA/DNA-Hybriden das immunstimulatorische Potential des
vollständigen HCMV-Genoms untersucht. Wildtyp Flt3L-DC wurden mit dem vira-
len HCMV-Genom und im Vergleich dazu mit bacterial artificial chromosome (BAC)
DNA, welche im Gegensatz zu dem viralen HCMV-Genom keine RNA/DNA-Hybrid-
Strukturen beinhaltet, stimuliert. Das immunstimulatorische Potential zeigte jedoch
keine Unterschiede im Bezug auf die Sezernierung von IFNα (Abbildung 4.12). Es
ist davon auszugehen, dass das immunstimulatorische Potential, welches durch die
RNA/DNA-Hybrid-Strukturen innerhalb des HCMV-Genoms repräsentiert wird,
durch den stimulatorischen Effekt des viralen DNA-Genoms überlagert wird.
Um den Einfluss endogen vorkommender RNA/DNA-Hybride näher zu investi-
gieren, wurden mitochondriale Genome in Stimulationsexperimenten verwendet. Die
Erbsubstanz der Mitochondrien besitzt ein stabiles RNA/DNA-Hybrid (R-Loop) am
Ursprung der Leitstrang-DNA-Replikation, welches aus der elterlichen dsDNA und
einem RNA-Transkript besteht. Diese drei miteinander interagierenden Nukleinsäu-
restränge sind für die Replikationsinitiation des mitochondrialen Genoms essentiell
[Clayton 2000].
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Zur weitergehenden Analyse des immunstimulatorischen Potentials von mtGeno-
men, welche RNA/DNA-Hybrid-Strukuren beinhalten, wurden Wildtyp Flt3L-DC
stimuliert. Mit Hilfe des anti-RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers S9.6 wur-
den zunächst RNA/DNA-Hybride im mitochondrialen Genom nachgewiesen, wel-
che durch den Verdau mit dem Enzym RNase H erwartungsgemäß abgebaut werden
konnten (Abbildung 4.13). Das immunstimulatorische Potential von mtGenomen
zeigte jedoch für verschiedene Stimulationskonzentrationen keinen Unterschied im
Vergleich zu RNase H-verdauten mtGenomen. Auch in diesem Fall scheint, wie be-
reits für das HCMV-Genom beschrieben, der durch RNA/DNA-Hybrid-Strukturen
induzierte immunstimulatorische Effekt durch das enorme Stimulationspotential der
genomischen mtDNA überlagert zu werden. Außerdem konnte unter Verwendung
von TLR9-defizienten Flt3L-DC gezeigt werden, dass die Detektion des mtGenoms
nicht ausschließlich über TLR9 erfolgte. Diese Beobachtung wurde aber nicht wei-
tergehend untersucht.
Mitochondriale DNA (mtDNA) wurde bereits als DAMP beschrieben. Sowohl für
humane als auch für murine mtDNA wurde gezeigt, dass nach intraartikulärer In-
jektion von mtDNA eine durch Monozyten bzw. Makrophagen vermittelte Arthritis
in Mäusen induziert wird. Außerdem wurde in der Gelenkflüssigkeit von Patien-
ten, welche an rheumatoider Arthritis leiden, extrazelluläre mtDNA nachgewiesen.
Nicht-methylierte CpG-Motive innerhalb des mitochondrialen Genoms sollen für die-
ses inflammatorische Potential verantwortlich sein [Collins et al. 2004]. Außerdem
spielen durch Verletzungen frei werdende mitochondriale DAMP eine Rolle wäh-
rend der nachfolgenden Entstehung von Entzündungen. Es wurde beschrieben, dass
mitochondriale DNA neutrophile Granulozyten über TLR9 aktiviert. Hier wurde ein
enger Zusammenhang zwischen Traumata, Entzündungen und systemischem inflam-
matorischem Response-Syndrom nachgewiesen [Q. Zhang et al. 2010]. Des Weiteren
wurde eine direkte Korrelation zwischen der Viruslast während einer HIV-Infektion
und dem Plasmaspiegel von mtDNA gezeigt. Der Plasmaspiegel von mtDNA zeigt
die virusinduzierte Zellschädigung an [Cossarizza et al. 2011]. Eine weitere Studie
beschreibt den Zusammenhang zwischen beschädigten Mitochondrien und Herzin-
suffizienz. Kardiomyozyten bauen durch hämodynamischen Stress beschädigte Mit-
ochondrien ab. Mitochondriale DNA, welche diesem Abbauprozess entkommt, führt
in Kardiomyozyten in Abhängigkeit von TLR9 zu entzündlichen Erkrankungen des
Herzmuskels [Oka et al. 2012].
Bakterielle DNA ist als Ligand für TLR9 bereits bekannt [Bauer et al. 2001; Dal-
pke et al. 2006; Hemmi et al. 2000]. Zur Replikation des bakteriellen Genoms werden
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RNA-Primer benötigt, wodurch RNA/DNA-Hybrid-Strukturen transient gebildet
werden. Der RNA-Anteil der RNA/DNA-Hybrid-Bereiche wird durch das Enzym
RNase H abgebaut. Aus diesem Grund wurden Nukleinsäuren aus dem RNase HI und
RNase HII defizienten E.coli-Stamm MIC2067 aufgereinigt und sowohl der Gehalt
an RNA/DNA-Hybriden als auch das immunstimulatorische Potential im Vergleich
zu Nukleinsäuren des Wildtyp-Stamms untersucht [Itaya et al. 1999]. Außerdem er-
folgte die Aufreinigung der Genome während verschiedener bakterieller Wachstums-
phasen. Da während der exponentiellen Wachstumsphase die maximale Teilungsrate
vorliegt, welche mit erhöhter Replikation einhergeht, lag die Vermutung nahe, dass
in dieser Wachstumsphase ein deutlich erhöhter Gehalt an RNA/DNA-Hybriden
vorkommt.
Die bakteriellen Genome wurden mit Hilfe des RNA/DNA-Hybrid-spezifischen
Antikörpers S9.6 auf vorhandene RNA/DNA-Hybride analysiert (Abbildung 4.14).
Es zeigte sich jedoch, dass weder Unterschiede im RNA/DNA-Hybrid-Gehalt zwi-
schen den unterschiedlichen Wachstumsbedingungen noch im Vergleich zwischen
Wildtyp- und dem RNase H-defizienten Stamm vorlagen. Auch die Untersuchung des
immunstimulatorischen Potentials zeigte keinerlei Unterschiede im Bezug auf die Se-
zernierung von IFNα, IL-6 und IP-10 (Abbildung 4.15). Der Verdau der bakteriellen
Genome mit dem Enzym RNase H zeigte zwar im ELISA-basierten Nachweissystem
eine deutliche Reduktion des RNA/DNA-Hybrid-Gehalts, das immunstimulatori-
sche Potential der bakteriellen Genome blieb jedoch auch nach RNase H-Verdau
unverändert (Abbildung 4.16). Vermutlich wird auch in diesem System die Immun-
stimulation maßgeblich durch den DNA-Gehalt bestimmt. Der Anteil der bakteriel-
len RNA/DNA-Hybride am immunstimulatorischen Potential konnte unter diesem
experimentellen Ansatz nicht genauer analysiert werden.
Bisher konnte ein TLR9-vermitteltes immunstimulatorisches Potential nur durch
synthetische RNA/DNA-Hybride nachgewiesen werden. Für virale, bakterielle oder
mitochondriale Genome, welche RNA/DNA-Hybrid-Strukturen beinhalten, konnte
der Einfluss der RNA/DNA-Hybride auf die Immunstimulation nicht näher ana-
lysiert werden. Vermutlich wird der immunstimulatorische Anteil der RNA/DNA-
Hybride durch den wesentlich höheren Anteil an immunstimulatorischer genomischer
DNA überlagert.
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5.1.3 RNA/DNA-Hybride sind in retrovirusinfizierten Flt3L-
DC nachweisbar, die retrovirale Infektion leitet aber
keine antivirale Immunantwort ein
Im nächsten Schritt wurden Flt3L-DC während einer retroviralen Infektion nä-
her untersucht. Durch Verwendung des synthetischen RNA/DNA-Hybrids HIVPPT
konnte bereits in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein synthetisches RNA/DNA-
Hybrid, welches den Polypurintrakt des HIV imitiert, die Sezernierung von IFNα,
TNFα und IP-10 induziert (Abbildung 4.7).
Wildtyp Flt3L-DC wurden mit GFP-markiertem Mo-MuLV infiziert. Die durch-
flusszytometrische Analyse ergab innerhalb der B220+/CD11c+ pDC eine Infekti-
onsrate von ca. 50 % der Zellen (Abbildung 4.17a). Des Weiteren wurde die Akku-
mulation von retroviralen RNA/DNA-Hybriden unter Verwendung des RNA/DNA-
Hybrid-spezifischen Antikörpers S9.6 fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen (Ab-
bildung 4.17b). Die Induktion einer antiviralen Immunantwort in Wildtyp Flt3L-
DC durch Mo-MuLV blieb jedoch aus (Abbildung 4.18a). Aufgrund dieser Tatsache
gestaltete sich der Vergleich des immunstimulatorischen Potentials von RNA/DNA-
Hybriden in Wildtyp und TLR9-defizienten Flt3L-DC während einer retroviralen
Infektion schwierig. Eine 2011 erschienene Studie zeigte ebenfalls, dass die Infektion
mit Mo-MuLV in vivo nicht zu einer Hochregulation von interferonabhängigen anti-
retroviralen Proteinen wie Tetherin führt [Liberatore et al. 2011]. Im Gegensatz zur
retroviralen Mo-MuLV-Infektion im murinen System wurde für das humane System
die IFNα-Produktion durch inaktiviertes HIV in PBMC beschrieben [Mandl et al.
2008]. Eine weitere Untersuchung zeigte die Aktivierung von humanen pDC durch
HIV, welche unter anderem durch die Expression von kostimulatorischen Molekü-
len und der Sezernierung von Typ I Interferonen und TNFα gekennzeichnet war.
In dieser und einer weiteren Untersuchung wurde TLR7 als Rezeptor der viralen
RNA definiert [Beignon et al. 2005; Meier et al. 2007]. Es wurde aber auch ein im-
munstimulatorisches Potential von unvollständigen Replikationsintermediaten, wel-
che während eines fehlerhaften HIV-1-Replikationszyklus entstehen, nachgewiesen
[Doitsh et al. 2010]. Jedoch konnte der für die Detektion verantwortliche Rezeptor
bisher nicht identifiziert werden.
Normalerweise ist die Induktion einer antiviralen IFN-vermittelten Immunant-
wort essentiell für die Abwehr einer viralen Infektion. Im Falle der HIV-Infektion
ist die Produktion von Typ I IFN in T-Lymphozyten und Makrophagen jedoch
inhibiert, wodurch eine produktive virale Infektion in diesen Zellen etabliert wer-
den kann. Die anhaltende IFN-Produktion durch pDC hingegen führt zur chroni-
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sche Aktivierung des Immunsystems, welche kennzeichnend für den Fortschritt des
Krankheitsverlaufs ist [Marsili et al. 2012].
Derzeit ist nicht geklärt, weshalb durch Mo-MuLV keine Typ I Interferon-Pro-
duktion induziert wird. Aus diesem Grund wurde der Einfluss von Mo-MuLV auf
die durch den bekannten TLR9-Liganden CpG2216 induzierten IFNα-Ausschüttung
durch Wildtyp Flt3L-DC untersucht. In der Tat konnte durch Vorinkubation der
Flt3L-DC mit Mo-MuLV eine konzentrationsabhängige Inhibition der CpG2216-
vermittelten IFNα-Sezernierung festgestellt werden (Abbildung 4.18b).
Um den Mechanismus, welcher zur Inhibition der IFNα-Sezernierung durch Mo-
MuLV führte, einzugrenzen, wurden sowohl Siglec-H- als auch DAP12-defiziente
Flt3L-DC differenziert. Mehrere Oberflächenrezeptoren assoziieren mit DAP12, wel-
ches ein ITAM-besitzendes Adaptermolekül ist und in pDC modulierend in die IFN-
Signalkaskade eingreift [Bao et al. 2013]. Siglec-H, ein selektiv auf murinen pDC ex-
primierter Oberflächenrezeptor, nutzt DAP12 als Adaptermolekül. Für den Oberflä-
chenrezeptor Siglec-H konnte bereits gezeigt werden, dass die antikörpervermittelte
Rezeptorligation zu einer verminderten TLR9-induzierten Typ I IFN-Sezernierung
führt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass DAP12-defiziente murine pDC den Ober-
flächenrezeptor Siglec-H nicht exprimieren. Diese Zellen sezernieren nach TLR9-
Stimulation größere Mengen an Interferonen als Wildtyp pDC [Blasius et al. 2006;
Pillai et al. 2012].
Ein inhibitorischer Mechanismus, welcher über Siglec-H bzw. einen weiteren Re-
zeptor, welcher über das Adaptermolekül DAP12 in die Interferonsignalkaskade ein-
greift, konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung 4.19). Wie bereits für Wildtyp
Flt3L-DC gezeigt (Abbildung 4.18), führte auch die Vorinkubation der Siglec-H- und
DAP12-defizienten Flt3L-DC mit Mo-MuLV zu einer konzentrationsabhängigen In-
hibition der durch CpG2216 induzierten IFNα-Ausschüttung.
Zur weiteren Analyse ist die Aufklärung des Mechanismus, über welchen die
IFNα-Ausschüttung durch Mo-MuLV inhibiert wird, von essentieller Bedeutung.
Unter Verwendung entsprechender Mausstämme könnte der Einfluss von retrovira-
len RNA/DNA-Hybriden auf die Einleitung einer antiviralen Immunantwort genau-
er untersucht werden. Um den retroviralen Liganden, welcher für die Inhibition der
IFNα-Ausschüttung verantwortlich ist, zu charakterisieren, können mutierte Retro-
viren verwendet werden. Bereits 1985 wurde die Inhibition der Lymphozytenprolife-
ration durch ein synthetisches Peptid, welches homolog zu retroviralen Hüllproteinen
ist, beschrieben [Cianciolo et al. 1985]. Immunsuppressive Eigenschaften wurden au-
ßerdem in vivo für Hüllproteine von Mo-MuLV nachgewiesen [Mangeney et al. 1998]
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und später konnte gezeigt werden, dass von endogenen Retroviren kodierte Hüllpro-
teine ebenfalls immuninhibitorische Eigenschaften besitzen [Mangeney et al. 2001].
Des Weiteren ist innerhalb des Glykoproteins 41 (gp41), einer Untereinheit des re-
troviralen Hüllproteinkomplexes, eine hochkonservierte immunsuppressive Domäne
(isu-Domäne) vorhanden, welche modulierend auf die Zytokinausschüttung wirkt
[Denner et al. 2013]. Ein Zusammenhang zwischen der Infektion mit Retroviren
und TLR9 wurde im Rahmen dieser Dissertation bereits näher beschrieben. Au-
ßerdem wird die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen durch genetische Studien
bekräftigt, welche eine Rolle des TLR9 in der HIV-vermittelten Immundetektion
und somit im klinischen Verlauf einer HIV-Infektion aufdeckten. Es wurden zwei
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism) im TLR9-
Gen identifiziert, welche in engem Zusammenhang mit einem schnellen Fortschrei-
ten der HIV-1 Infektion stehen. Es handelt sich um die beiden Einzelnukleotid-
Polymorphismen 1635A/G und +1174G/A [Bochud et al. 2007; Freguja et al. 2012].
Die Bedeutung des TLR9 1635A/G Einzelnukleotid-Polymorphismus wurde im Rah-
men einer weiteren Studie ebenfalls analysiert. Es zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen diesem TLR9 Einzelnukleotid-Polymorphismus, der Anzahl CD4+ T-Zellen
und der Viruslast [Soriano-Sarabia et al. 2008]. Des Weiteren wurde eine Korrelation
zwischen spezifischen genetischen TLR9-Varianten und dem Risiko der Virusüber-
tragung von der Mutter auf das Kind beschrieben. Das angeborene Immunsystem
und insbesondere TLR9 spielen daher eine zentrale Rolle in der perinatalen HIV-
Infektion [Ricci et al. 2010]. Weiterhin wurde der Polymorphismus G520R des TLR9
in Assoziation mit der Infektion durch Lentiviren der kleinen Wiederkäuer (small
ruminant lentiviruses) gebracht, von deren Infektionen Schafe häufig betroffen sind
[Sarafidou et al. 2013].
5.2 Das Potential cholesterolkonjugierter RNA40
als Adjuvans
Die Entwicklung von Impfstoffen ist für die Prävention von Infektionskrankheiten
von großer Bedeutung. Adjuvantien kommen zum Einsatz, um die Wirkung eines
Impfstoffes unspezifisch zu verstärken und somit die Immunreaktion zu verbessern.
Die Induktion einer spezifischen Immunantwort wird durch den Impfstoff erzielt, die
Stärke der Immunreaktion wird durch das eingesetzte Adjuvans mitbestimmt.
Bisher sind nur wenige Adjuvantien als Wirkverstärker von humanen Impfstof-
fen zugelassen. Aluminiumhydroxid (Alum) beispielsweise verstärkt die Antigen-
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aufnahme durch antigenpräsentierende Zellen, verlängert die Antigenpräsentation
und hat somit einen fördernden Einfluss auf die Aktivierung von T-Lymphozyten
[Ghimire et al. 2012; McKee et al. 2013]. Aluminiumhydroxid wird als Adsorp-
tionsmittel in inaktivierten Impfstoffen wie den Tetanus-, Diphtherie-, Pertussis-
und Hepatitis A-Impfstoffen verwendet. MF59, ein weiteres zugelassenes Adjuvans,
wird im Influenza-Impfstoff Fluad eingesetzt. Bei diesem Adjuvans handelt es sich
um eine Öl-in-Wasser-Emulsion, welche Squalen, Polysorbat 80 und Sorbitantriole-
at enthält und sich positiv auf die Antigenaufnahme durch Immunzellen auswirkt.
Ein weiteres Adjuvans, AS03, besitzt ähnliche Eigenschaften wie MF59. Das Adju-
vans AS04, als kombiniertes Adjuvans, ist ein Komplex aus Aluminiumhydroxid und
Monophosphoryl-Lipid A, welches TLR4 aktiviert. AS04 ist Bestandteil im Hepati-
tis B-Impfstoff Fendrix und im HPV (humane Papillomviren)-Impfstoff Cervarix.
Die Entwicklung von Adjuvantien ist von zentraler Bedeutung, um ein breiteres
Repertoire an Wirkverstärkern bereitzustellen, welche die gezielte Einleitung von
humoralen und zellulären Immunantworten ermöglichen, ohne unerwünscht Neben-
wirkungen aufzuweisen. Obwohl die Gewährleistung der Sicherheit von Impfstoffen
oberste Priorität besitzt, besteht beispielsweise für den Influenzaimpfstoff Pandem-
rix, welcher das Adjuvans AS03 enthält, der Verdacht, dass bei Kindern durch die-
sen Impfstoff Narkolepsie ausgelöst wird [Nohynek et al. 2012; Partinen et al. 2012].
Im Zusammenhang mit dem sogenannten Golfkriegssyndrom, welches sich bei Be-
troffenen durch Ermüdungserscheinungen, neurokognitive Beschwerden und Muskel-
schmerzen äußerte, wurde dem Verdacht von Impffolgen nachgegangen. Ein Einfluss
des Anthrax-Impfstoffs, welcher Squalen als Adjuvans enthielt, und den Soldaten
verabreicht worden war, konnte jedoch ausgeschlossen werden [Phillips et al. 2009].
Sowohl natürliche als auch synthetische TLR-Liganden besitzen das Potential
als Adjuvantien eingesetzt zu werden und befinden sich bereits in der experimen-
tellen Verwendung. Da TLR-Liganden schon seit Beginn der Impfstoffentwicklung
unwissentlich als Wirkverstärker zum Einsatz kamen, besitzt die Entwicklung von
TLR-basierten Adjuvantien ein enormes Potential. Die verschiedenen TLR wer-
den zelltypspezifisch exprimiert und induzieren somit nach Ligandenbindung un-
terschiedliche Zytokinprofile, welche die Eigenschaften der Adjuvantien maßgeblich
beeinflussen. Deshalb ist die Untersuchung weiterer TLR-Liganden als Adjuvanti-
en von zentraler Bedeutung. Der Gelbfieberimpfstoff YF-17D zeigt außerdem, dass
die Kombination von verschiedenen TLR-Liganden als Adjuvans einen deutlichen
Vorteil darstellt. Dieser Impfstoff, ein attenuierter Lebendimpfstoff, gehört zu den
effektivsten bekannten Vakzinen und ist in der Lage verschiedene dendritische Zellen
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über TLR2, TLR7, TLR8 und TLR9 zu aktivieren, woraufhin IL-12, IL-6 und IFNα
induziert werden [Querec et al. 2006]. Die Effektivität dieses Impfstoffes spiegelt sich
auch in der Tatsache wider, dass eine einzige Impfdosis bei 99 % der immunisier-
ten Menschen ausreichenden Schutz vor einer Gelbfieberinfektion bietet. Antikörper
konnten sogar 35 Jahre nach der Immunisierung nachgewiesen werden [Poland et al.
1981]. Im Tiermodell konnten bereits erste Daten zur simultanen Verwendung von
TLR2/6-, TLR3- und TLR9-Liganden erhoben werden [Zhu et al. 2010].
In der Entwicklung von Hepatitis B- und Influenza-Impfstoffen werden bereits
synthetisch hergestellte CpG DNA-Sequenzen untersucht. Aluminiumhydroxid als
Adjuvans eines kommerziellen Hepatitis B-Impfstoffes wurde im klinischen Test durch
eine immunstimulatorische CpG DNA-Sequenz mit Phosphothioat-Rückgrat ersetzt.
Die intramuskuläre Injektion führte zu einem deutlich früheren Nachweis von HBsAg-
(hepatitis B surface antigen) spezifischen Antikörpern und zu höheren Raten an zy-
totoxischen T-Lymphozyten im Vergleich zum bekannten Impfstoff [Halperin et al.
2006]. Auch in Phase III der Studie bestätigten sich diese Beobachtungen [Eng et al.
2013].
5.2.1 Cholesterolkonjugierte doppelsträngige RNA40 indu-
ziert eine Immunantwort in Flt3L-DC und wird über
TLR7 detektiert
RNA40 wurde bereits als TLR7-Ligand beschrieben [Heil et al. 2004]. Es handelt
sich bei RNA40 um eine guanosin- und uridinreiche RNA aus der U5 Region des
HIV-1. Zur Generierung von effektiven TLR-basierten Adjuvantien muss deren Sta-
bilität und die Aufnahme durch Immunzellen gewährleistet werden. Im Falle des
TLR7-Liganden RNA40 wird dies experimentell zur Zeit durch liposomale Trans-
fektionsreagenzien erreicht. Für ssRNA40 im Komplex mit Dotap konnte in vivo
tierexperimentell gezeigt werden, dass sowohl eine zelluläre als auch eine humo-
rale Immunantwort induziert wird [Hamm et al. 2007]. Da Transfektionsreagen-
zien zelltoxische Eigenschaften und weitere unerwünschte Nebeneffekte besitzen,
sind sie für die Zulassung als Adjuvans von humanen Impfstoffen problematisch.
In einer weiteren Studie wurde das immunstimulatorische Potential von ssRNA mit
Phosphothioat-Rückgrat im Vergleich zu ssRNA, welche durch kationische Proteine
vor sofortiger Degradierung durch Nukleasen geschützt war, untersucht [Scheel et
al. 2004]. Einzelsträngige RNA mit Phosphothioat-Rückgrat konnte in dieser Studie
als transfektionsreagenzunabhängiges PAMP identifiziert werden. Die Verwendung
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von cholesterolkonjugierter dsRNA40, die in dieser Dissertation untersucht wurde,
besitzt im Bezug zur Anwendung als Adjuvans den entscheidenden Vorteil, dass die
zelluläre Aufnahme direkt forciert wird, was im Falle von phosphothioatmodifizierter
RNA nicht geschieht.
Für die Experimente im Rahmen dieser Dissertation wurde synthetische choleste-
rolgekoppelte RNA40 verwendet. Cholesterol kommt natürlicherweise im menschli-
chen Körper als Bestandteil der Plasmamembranen, deren Stabilität durch Einlage-
rungen von Cholesterol erhöht wird, vor. Da Cholesterol in Membranen eingelagert
wird, liegt die Vermutung nahe, dass die zelluläre Aufnahme eines TLR-Liganden
durch die Kopplung an Cholesterol forciert werden kann. Zudem wurde bereits be-
schrieben, dass für den Transport von immunstimulatorischer RNA deren Stabilität
und Löslichkeit durch Verwendung von Nanopartikeln, welche Polyethylenglycol und
Cholesterol beinhalten, erhöht wird [Nguyen et al. 2012]. In diesem Fall handelt es
sich jedoch nicht um eine direkte Bindung der RNA an Cholesterol. Bisher wurde
die Verwendung von cholesterolkonjugierten RNA-Molekülen nur im Zusammenhang
mit siRNA beschrieben, um Genmodulationen auszulösen [Soutschek et al. 2004].
Für anfängliche Untersuchungen wurde cholesterolgekoppelte ssRNA40 mit Phos-
phodiester-Rückgrat (ssRNA40-Chol) verwendet. Flt3L-DC wurden mit ssRNA40-
Chol und zum Vergleich mit ssRNA40-Chol im Komplex mit Dotap stimuliert (Ab-
bildung 4.21). Unkomplexierte ssRNA40-Chol induzierte weder die Produktion von
IFNα, noch die Sezernierung von IL-6. Für TNFα und IP-10 konnte hingegen eine
moderate Induktion festgestellt werden, wodurch dennoch ein Hinweis auf das im-
munstimulatorische Potential von cholesterolgekoppelter RNA40 gegeben war. Die
Komplexierung von ssRNA40-Chol mit Dotap führte hingegen zu einer moderaten
IFNα-Sezernierung, sowie zu einer deutlichen Induktion von TNFα, IP-10 und IL-6.
Vermutlich konnte ssRAN40-Chol nicht in ausreichender Menge von den Flt3L-DC
aufgenommen werden und/oder ssRNA40-Chol besaß keine ausreichende Stabilität
gegenüber dem intrazellulären Abbau durch RNasen, welche im Falle der Dotap-
komplexierung gegeben war.
Für weitere Experimente wurde cholesterolkonjugierte doppelsträngige RNA40
verwendet (dsRNA40-Chol), da doppelsträngige RNA-Moleküle deutlich stabiler
sind als einzelsträngige RNA-Moleküle. Der RNA40 sense-Strang der dsRNA40-
Chol war am 3’-Ende mit Cholesterol gekoppelt und die erfolgreiche Annealingre-
aktion wurde mittels nicht-denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese (Abbil-
dung 4.22) und der Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 4.23) überprüft. Durch die
Schmelzkurvenanalyse wurden die Doppelsträngigkeit und die Stabilität der Mole-
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küle bei 37 ◦C nachgewiesen. Des Weiteren konnte ausgeschlossen werden, dass weder
die Cholesterolkopplung noch die 2’-O-Ribose-Methylierung der dsRNA40, welche
verwendet wurde, um das immunstimulatorische Potential der Nukleinsäuren zu in-
hibieren, einen Einfluss auf das Schmelzverhalten besaßen.
Durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierter dsRNA40-Chol wurde die zellu-
läre Aufnahme bzw. die Bindung von dsRNA40-Chol an die Zellmembran von B220+
und CD11c+ pDC durchflusszytometrisch nachgewiesen (Abbildung 4.24). Die zellu-
läre Aufnahme bzw. die Bindung von dsRNA40-Chol erfolgte durch 100 % der Zellen,
wodurch die Hypothese der cholesterolvermittelten Aufnahme bestätigt wurde. Die-
se enorme Effizienz wurde durch doptapkomplexierte dsRNA40 nicht übertroffen.
Ohne Hilfsmittel wurde dsRNA40 hingegen nur von ca. 7,5 % der Zellen aufgenom-
men.
Im nächsten Schritt erfolgte die Stimulation von Flt3L-DC mit dsRNA40 oh-
ne jegliche Hilfsmittel, mit dotapkomplexierter dsRNA40, mit dsRNA40-Chol und
mit dsRNA40-Chol, welche durch 2’-O-Ribose-Methylierungen modifiziert war. Die
alternierende 2’-O-Ribose-Methylierung wurde bereits zur Inhibition des immunsti-
mulatorischen Potentials von siRNA beschrieben und wurde verwendet, um einen
cholesterolinduzierten immunstimulatorischen Effekt auszuschließen [Hamm et al.
2010]. Des Weiteren wurden neben Wildtyp Flt3L-DC auch TLR7-defiziente Flt3L-
DC differenziert und stimuliert, da TLR7 als Rezeptor für doppelsträngige siRNA
beschrieben wurde [Hornung et al. 2005; Judge et al. 2005; Sioud 2005]. Durch die
Stimulation der Wildtyp Flt3L-DC mit dsRNA40-Chol wurde eine starke Induktion
der IFNα-Sezernierung erzielt, welche im Vergleich zu dotapkomplexierter dsRNA40
wesentlich stärker ausfiel (Abbildung 4.25a). Außerdem induzierte dsRNA40-Chol
die Sezernierung der Zytokine TNFα und IL-6 sowie des Chemokins IP-10 (Ab-
bildung 4.25a). Auch hier zeigte sich das deutlich stärkere immunstimulatorische
Potential von dsRNA40-Chol im Vergleich zu dotapkomplexierter dsRNA40. Ohne
Trägersubstanz zeigte dsRNA40 keine Immunstimulation. Die Einleitung einer Im-
munreaktion, welche durch Cholesterol induziert wird, konnte durch Verwendung
von dsRNA40-Chol mit 2’-O-Ribose-Methylierung ausgeschlossen werden. Wie pos-
tuliert, erfolgte die Detektion von dsRNA40-Chol über TLR7 (Abbildung 4.25).
5.3 Ausblick
Durch die in dieser Arbeit dargelegten Daten und Erkenntnissen ergeben sich eini-
ge weitergehende Fragestellungen, welche zukünftig untersucht werden sollen. Der
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folgende Abschnitt gibt einen Einblick in künftig zu erforschende Themenbereiche.
5.3.1 Die Rolle von RNA/DNA-Hybriden in der angebore-
nen Immunantwort
Der Fokus künftiger Experimente liegt auf der Aufklärung des Mechanismus, durch
welchen Mo-MuLV inhibierend auf die IFNα-Sezernierung durch Flt3L-DC einwirkt.
Dies ist besonders im Hinblick auf die weitere Analyse des Anteils von retroviralen
RNA/DNA-Hybriden an der Induktion einer angeborenen Immunantwort von zen-
traler Bedeutung, da bisher kein geeignetes System für diese Untersuchungen zur
Verfügung steht. Für nachfolgende Experimente sollen FcǫR1γ defiziente Flt3L-
DC untersucht werden. Für dieses Adaptermolekül wurde bereits ein inhibitorischer
Einfluss auf die Interferonsignalkaskade beschrieben [Bao et al. 2013]. Die Identifi-
zierung eines Oberflächenrezeptors oder eines Adaptermoleküls, welches inhibierend
auf die Interferon-Sezernierung wirkt, ermöglicht weitere Analysen. Unter Verwen-
dung von defizienten Flt3L-DC kann das immunstimulatorische Potential von retro-
viralen RNA/DNA-Hybriden detaillierter untersucht werden. Des Weiteren könnten
Retroviren mit mutierten Hüllproteinen verwendet werden, um neben dem zellulären
Rezeptor bzw. Adapter den retroviralen Liganden zu beschreiben. Außerdem kann in
diesem System herausgefunden werden, ob eine produktive Infektion der Flt3L-DC
nötig ist, um die Inhibition des Interferonsignalweges auszulösen. In einem geeigne-
ten System könnten schließlich weitere Analysen bezüglich der Zytokinausschüttung
sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene getroffen werden. Außerdem wird
die Hochregulation kostimulatorischer Moleküle und interferoninduzierbarer Prote-
ine näher untersucht, da diese für die Einleitung einer adaptiven bzw. antiviralen
Immunantwort essentiell sind.
Wie beschrieben kommt es während der retroviralen Infektion zur Ausbildung
von RNA/DNA-Hybriden. Bisher wurde beschrieben, dass mit HIV-1 infizierte Pati-
enten Akkumulationen von RNA/DNA-Hybriden in PBMC (vor allem in Lymphozy-
ten) aufweisen. Es wird postuliert, dass die Reverse Transkriptase das RNA-Genom
in ruhenden Zellen nur sehr langsam in DNA umschreiben kann, da die Anzahl der
verfügbaren dNTP begrenzt ist und somit die Akkumulation der Hybride erfolgt [Ka-
to S et al. 2002]. Bisher wurde nicht näher verifiziert, ob diese Ansammlungen von
RNA/DNA-Hybriden zur Induktion einer antiviralen Immunantwort führen. Dieser
Fragestellung sollte künftig nachgegangen werden, um physiologische RNA/DNA-
Hybride als Liganden für TLR9 weiter zu charakterisieren.
RNA/DNA-Hybride treten auch während der Replikation von endogenen Re-
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trotransposons auf. Retrotransposons kodieren unter anderem das Enzym Reverse
Transkriptase, welche aus einem RNA-Transkript eine DNA-Kopie erzeugt. Diese
DNA-Kopie wird wiederum an einer anderen Stelle in die chromosomale DNA ein-
gebaut. Solche Retrotransposons sind in allen Zellen eines Organismus enthalten
und werden vertikal über Keimbahnzellen übertragen. Bis zu 1 % des menschlichen
Genoms besteht aus solchen transponierbaren DNA-Elementen. Unter bestimmten
Umständen ist eine Aktivierung von Retrotransposons zur Produktion von exogenen
infektiösen Partikeln möglich. Da für endogene Retroviren in einigen Mausstämmen
bereits gezeigt werden konnte, dass ein enger Zusammenhang mit der Entstehung
von Erkrankungen gegeben ist und die ensomalen TLR3, TLR7 und TLR9 eine zen-
trale Rolle für die Kontrolle von endogenen Retroviren spielen [Yu et al. 2012], ist
es denkbar, dass auch in diesem Fall die Entstehung von RNA/DNA-Hybriden und
deren Detektion von Bedeutung sind.
Das Hepatitis-B-Virus ist ein weiteres humanpathogenes Virus, welches mit Hil-
fe der Reversen Transkriptase eine prägenomische RNA in teilweise doppelsträngige
DNA transkribiert und somit während des viralen Replikationszyklus RNA/DNA-
Hybride bildet [Miller et al. 1984]. Auch im Falle des Hepatitis-B-Virus beginnt
die Synthese des DNA-Gegenstranges wie bei den Retroviren an einer gegen die
Degradation durch RNase H resistenten RNA-Sequenz. Des Weiteren ist eine TLR9-
abhängige Detektion der genomischen DNA des Hepatitis-B-Virus beschrieben wor-
den [Cui et al. 2010]. Der Einfluss des RNA/DNA-Hybrids wurde bisher im Bezug
auf die eingeleitete Immunantwort nicht näher untersucht. Auch hier besteht weite-
rer Forschungsbedarf. Da das Hepatitis-B-Virus bereits einen Evasionsmechanismus
entwickelt hat, um der antiviralen Immunantwort zu entgehen, muss auch im Falle
dieser Infektion zunächst ein geeignetes Analysesystem gefunden werden. Die über
TLR9-vermittelte Typ I Interferon-Sezernierung wird spezifisch durch das HBsAg
(hepatitis surface antigen) in PBMC und pDC inhibiert [Y. Xu et al. 2009].
Die in dieser Dissertation nachgewiesene Detektion von RNA/DNA-Hybriden
durch TLR9 sollte zukünftig auch im Bezug auf die Ausbildung von Autoimmuner-
krankungen näher analysiert werden. Da die Akkumulation endogener Nukleinsäu-
respezies die Entstehung von Autoimmunerkrankungen begünstigen kann, ist ein
Beitrag zur Ausbildung dieser Erkrankungen durch endogene RNA/DNA-Hybride
wahrscheinlich. In der Literatur wurde beispielsweise für die Detektion von endoge-
ner DNA beschrieben, dass diese zur Pathogenese von systemischem Lupus erythe-
matodes beiträgt [Napirei et al. 2000; Yasutomo et al. 2001].
Mutationen von TREX1, einer 3’-DNA-Exonuklease, welche im Normalfall DNA
Diskussion 114
von endogenen Retroelementen abbaut, führen zu letaler Autoimmunität, welche
sowohl durch die erhöhte Sezernierung von Typ I Interferonen als auch durch er-
höhte Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen ausgelöst wird [Morita et
al. 2004; Stetson et al. 2008]. TREX1-Mutationen stehen in direktem Zusammen-
hang mit Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes und
dem Aicardi-Goutières Syndrom [Crow et al. 2006a; Lee-Kirsch et al. 2007b].
Des Weiteren spielen Mutationen der RNase H im Zusammenhang mit Anreiche-
rungen von RNA/DNA-Hybriden eine Rolle. Mutationen der RNase H begünstigen
ebenfalls das Auftreten des Aicardi-Goutières Syndroms [Crow et al. 2006b]. Vermut-
lich stellen RNA/DNA-Hybride ein gemeinsames Substrat für TREX1 und RNase H
dar, weshalb Mutationen dieser Enzyme die Akkumulation von RNA/DNA-Hybriden
begünstigen [Bhoj et al. 2008; Stetson et al. 2008].
Das Enzym RNase H ist von essentieller Bedeutung, um die genomische Stabilität
aufrechtzuerhalten [Hiller et al. 2012; Reijns et al. 2012]. Da Mäuse, welche für das
Enzym RNase HII defizient sind, einen embryonal letalen Phänotyp aufweisen, wurde
bereits im Rahmen dieser Dissertation analysiert, ob Mäuse, welche sowohl für das
Enzym RNase HII als auch für TLR9 defizient sind, überleben. Diese Vermutung
bestätigte sich allerdings nicht (Daten nicht gezeigt).
Von zukünftigem Interesse ist die Untersuchung von TREX1 und TLR9 doppelt-
defizienten Mäusen, um die Rolle von TLR9 im Zusammenhang mit dem Beginn oder
dem Verlauf von Autoimmunerkrankungen zu analysieren.
5.3.2 Das Potential cholesterolkonjugierter RNA40 als Ad-
juvans
Aufgrund des außerordentlichen Potentials von dsRNA40-Chol zur Induktion einer
angeborenen Immunantwort über TLR7 soll in zukünftigen Experimenten die Ver-
wendbarkeit von dsRNA40-Chol als Adjuvans weiter untersucht werden.
Da TLR7 von B-Lymphozyten und pDC exprimiert wird, kann die dsRNA40-
Chol-induzierte Aktivierung des Immunsystems sowohl zur Sezernierung von anti-
genspezifischen Antikörpern als auch zur Produktion von Zytokinen und somit zur
Aktivierung von zellulären Immunantworten beitragen. Dazu muss das dsRNA40-
Chol vermittelte Potential zur Zytokininduktion in vivo analysiert werden. Im nächs-
ten Schritt soll daher dsRNA40-Chol als Adjuvans für die Immunisierung mit dem
Modellantigen Ovalbumin eingesetzt werden und die Aktivierung von zytotoxischen
T-Lymphozyten untersucht werden.
Dieses auf einem cholesterolkonjugierten TLR7-Liganden basierende Adjuvans-
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system besitzt den entscheidenden Vorteil, dass die zelluläre Aufnahme direkt durch
Cholesterol, welches als natürlicher Baustein in Plasmamembranen vorkommt, ver-
mittelt wird. Auf die Verwendung von synthetischen Transfektionsreagenzien kann
verzichtet werden und damit einhergehende unerwünschte Nebenwirkungen können
in diesem System ausgeschlossen werden.
Zusammenfassung
Die Rolle von RNA/DNA-Hybriden in der ange-
borenen Immunantwort
Das angeborene Immunsystem detektiert RNA und DNA über verschiedene pattern
recognition receptors (PRR), zu welchen unter anderem die Toll-like Rezeptoren
(TLR) gehören.
RNA/DNA-Hybride treten im Verlauf viraler Infektionen, während endogener
Prozesse sowie im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen auf. In dieser Dis-
sertation konnte gezeigt werden, dass synthetische RNA/DNA-Hybride, welche als
Bestandteil der Genome des humanen Zytomegalievirus (HCMV) und des huma-
nen Immundefizienzvirus (HIV) vorkommen, sowohl in humanen peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) als auch in murinen Flt3L-differenzierten dendritischen
Zellen (Flt3L-DC) eine durch die Sezernierung von IFNα gekennzeichnete Immun-
antwort induzieren. Für das murine System wurde außerdem die Sezernierung weite-
rer Zytokine (TNFα, IL-6, IP-10) nachgewiesen. Durch die Verwendung von TLR9-
defizienten Flt3L-DC wurde TLR9 als Rezeptor für die Detektion von RNA/DNA-
Hybriden identifiziert. Außerdem wurde die spezifische Bindung von RNA/DNA-
Hybriden an TLR9 in einer Bindungsstudie verifiziert. Dass die Induktion der Immu-
nantwort durch RNA/DNA-Hybride erfolgte wurde fluoreszenzmikroskopisch unter
Verwendung eines RNA/DNA-Hybrid-spezifischen Antikörpers bestätigt.
Während der retroviralen Infektion von Flt3L-DC mit dem Moloney murinen
Leukämievirus (Mo-MuLV) wurde die intrazelluläre Bildung und Akkumulation von
RNA/DNA-Hybriden verifiziert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Mo-MuLV einen
inhibitorischen Einfluss auf die CpG2216-vermittelte Induktion der IFN-Signalkas-
kade in Flt3L-DC besitzt, welcher weder über den Oberflächenrezeptor Siglec-H
noch über das Adaptermolekül DAP12 vermittelt wird.
Das TLR9-abhängige immunstimulatorische Potential synthetischer RNA/DNA-
Hybriden konnte für virale, bakterielle oder mitochondriale Genome, welche natür-
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licherweise vorkommende RNA/DNA-Hybrid-Strukturen beinhalten, nicht abschlie-
ßend analysiert werden, da der wesentlich höhere Gehalt an immunstimulatorischer
genomischer DNA zu einer Überlagerung des RNA/DNA-Hybrid-induzierten Ein-
flusses führte.
Schlüsselwörter: RNA/DNA-Hybride, TLR9, angeborene Immunität, virale/retrovi-
rale Infektion
Das Potential von cholesterolkonjugierter RNA40
als Adjuvans
Zur Prävention von Infektionskrankheiten ist die Entwicklung von Impfstoffen von
großer Bedeutung. Adjuvantien werden als Bestandteil von Impfstoffen eingesetzt
und verstärken die durch den Impfstoff induzierte Immunantwort.
Sowohl natürliche als auch synthetische TLR-Liganden besitzen das Potential als
Adjuvantien verwendet zu werden. Da die unterschiedlichen TLR zelltypspezifisch
exprimiert und durch ihre Liganden verschiedene Zytokinprofile induziert werden,
kann eine eingeleitete Immunantwort durch TLR-Liganden modelliert werden. Sol-
che Adjuvantien dürfen keine unerwünschten Nebenwirkungen besitzen.
RNA40, eine Sequenz aus dem HIV-Genom, wurde bereits als TLR7-Ligand
beschrieben. Derzeit müssen jedoch Transfektionsreagenzien verwendet werden, um
sowohl die zelluläre Aufnahme des TLR-Liganden zu forcieren als auch die Stabilität
der Nukleinsäuren zu gewährleisten. Da Transfektionsreagenzien zelltoxische Eigen-
schaften besitzen, sind sie für die Zulassung als Adjuvans von humanen Impfstoffen
problematisch.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass cholesterolkonjugierte dsRNA40
(dsRNA40-Chol) ohne zusätzliche Komplexierung mit einem synthetischen Transfek-
tionsreagenz ein außerordentliches immunstimulatorisches Potential besitzt, welches
sich in der Sezernierung von IFNα, TNFα, IL-6 und IP-10 durch murine Flt3L-DC
äußerte. Die durch dsRNA40-Chol eingeleitete Immunreaktion war im Vergleich zu
der durch dotapkomplexierte dsRNA40 induzierten deutlich stärker. Die Detektion
von dsRNA40-Chol erfolgte, wie erwartet, durch TLR7. Die zelluläre Aufnahme von
dsRNA40-Chol wurde durchflusszytometrisch verifiziert und war der Transfektion
von dsRNA40 im Komplex mit Dotap gleichwertig.
Schlüsselwörter: RNA40, Cholesterol, Adjuvans, TLR7
Summary
RNA/DNA-hybrids in innate immunity
The innate immune system senses viral and bacterial nucleic acids in the cytoplasm
or in endosomal compartments via different pattern recognition receptors (PRR)
such as Toll-like receptors (TLR). The repertoire of pathogen-associated molecular
patterns (PAMP) is still not exhausted. Since RNA/DNA-hybrids are formed transi-
ently during viral infection, cell endogenous processes and may lead to autoimmune
diseases, the immunstimulatory capacity of RNA/DNA-hybrids needs to be further
investigated.
Analysis of HCMV- and HIV-derived synthetic RNA/DNA-hybrids showed an
efficient induction of IFNα-secretion in human PBMC as well as in murine Flt3L-DC.
Additionally, murine Flt3L-DC produced TNFα, IL-6 and IP-10 upon RNA/DNA-
hybrid stimulation. Cytokine induction occured in a TLR9-dependent manner since
TLR9-deficient Flt3L-DC did not respond with cytokine production to RNA/DNA-
hybrids. Direct interaction of RNA/DNA-hybrids with TLR9 was demonstrated
by an ELISA-based binding assay. Furthermore, intact RNA/DNA-hybrids could be
detected within transfected Flt3L-DC with the RNA/DNA-hybrid-specific antibody
S9.6.
The influence of RNA/DNA-hybrids within viral, bacterial or mitochondrial ge-
nomes could not be analysed in detail, because their immunostimulatory potential
was probably masked by high amounts of genomic DNA.
Infection of Flt3L-DC with Mo-MuLV lead to RNA/DNA-hybrid formation and
accumulation within the cells cytoplasm and in vesicular structures. However, Mo-
MuLV negatively influenced CpG2216-mediated IFN-signalling independent of Siglec-
H or DAP12 in Flt3L-DC and therefore avoided antiviral immune responses.
Keywords: RNA/DNA-hybrids, TLR9, innate immunity, viral/retroviral infection
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Cholesterol-coupled dsRNA40 serves as a potent
adjuvant delivery system
Vaccination is indispensable to prevent infectious diseases and therefore development
of safe and potent vaccine adjuvants is still highly important. Adjuvants are included
in vaccines to enhance immune responses to an antigen.
In general, TLR-ligands possess the potential to be utilized as adjuvants. Diffe-
rent TLR are expressed within diverse subtypes of immune cells and induce various
cytokines. The cytokine milieu mainly influences the characteristics of an vaccine.
RNA40, which is a well established HIV-derived TLR7-ligand, has to be com-
plexed to a transfection reagent for cellular uptake and for preventing enzymatic
degradation. In this study a very potent adjuvant delivery system for TLR7 has
been developed. Double-stranded RNA40 was coupled to cholesterol to force cel-
lular uptake. Cholesterol occurs naturally within cell membranes for which reason
undesired side-effect should be prevented.
Cellular uptake of cholesterol coupled dsRNA40 by Flt3L-DC was analyzed by
flow cytometry and was as effective as uptake of dsRNA40 complexed to Dotap. In-
terestingly, stimulation of Flt3L-DC with dsRNA40 coupled to cholesterol lead to an
increased secretion of IFNα, TNFα, IL-6 and IL-10 in comparison to complexation
of dsRNA40 to Dotap. Immune stimulation by cholesterol itself could be excluded.
Overall, these in vitro experiments showed an effective activation of murine Flt3L-
DC by dsRNA40-Chol in a TLR7-dependent manner.
Keywords: RNA40, cholesterol, adjuvants, TLR7
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